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Resumo

Tada MT. Anélise dos genes STAP1l, APOE, ABCG5 e ABCG8 em pacientes
hipercolesterolémicos com diagnostico molecular negativo para os genes LDLR, APOB
e PCSK9 [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo; 2022.

Introducdo: A Hipercolesterolemia Familiar (HF) € uma doenca autossémica
dominante que resulta no aumento da concentracdo do colesterol total e LDL colesterol
no plasma, aumentando o risco do desenvolvimento de doenga cardiovascular em idade
precoce. O diagnostico de HF pode ser feito tanto de forma clinica quanto de forma
genética. No diagnostico genético, classicamente sdo sequenciados trés genes: LDLR,
APOB e PCSK9. Entretanto, uma parcela dos pacientes sequenciados nao possui uma
causa genética identificada, podendo ser pela presenca de outros genes que ainda ndo
estdo associados a HF, pela presenca da hipercolesterolemia poligénica, assim como
pela presenca de fenocopias, como a Sitosterolemia (STSL). A STSL é uma doenca
autossdmica recessiva causada pela disfuncdo dos transportadores ABCG5/8, o que
resulta no acumulo de fitosterdis na corrente sanguinea, podendo levar a
hipercolesterolemia, que pode ser acompanhada pela presencga de xantomas, assim como
na HF. O presente estudo tem como objetivo caracterizar a prevaléncia e caracteristicas
clinicas da HF e da STSL através da andlise dos genes APOE, STAP1, ABCG5 e
ABCG8 em uma coorte hipercolesterolémica participantes de um Programa Genético de
Rastreamento em Cascata de Hipercolesterolemia Familiar. Métodos: Foram incluidos
505 casos-indice (Cls) para a analise de variantes raras no gene APOE e 265 Cls para a
analise dos genes APOE e STAP1 para HF e os genes ABCG5/8 para investigacdo de
STSL. Resultados: Foram identificados 10 Cls portadores de alteracbes de
significancia incerta (VUS) para HF, sendo 7 no gene APOE e 3 no gene STAP1. A
STSL foi confirmada em 8 Cls, e o rastreamento genético nos seus familiares permitiu a

identificacdo de 6 sitosterolémicos adicionais.
Palavras-chave: hipercolesterolemia, fitosterois, xantomatose, doenga cardiovascular,

hipercolesterolemia familiar



Abstract

Tada MT. Analysis of STAP1l, APOE, ABCG5 and ABCG8 genes in
hypercholesterolemic patients with a negative molecular diagnosis for the LDLR, APOB
and PCSK9 genes. [Dissertation]. Sdo Paulo: University of S&o Paulo Medical School,
2021.

Introduction: Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant disease
that results in high plasma concentrations of total cholesterol and LDL cholesterol,
increasing the risk of developing early cardiovascular disease. The FH diagnosis can be
made both clinically and genetically. In genetic diagnosis, three genes are classically
sequenced: LDLR, APOB, and PCSK9. However, a portion of patients does not have an
identified genetic cause, which may be due to the presence of variants in other genes,
the presence of polygenic hypercholesterolemia, as well as, Sitosterolemia (STSL).
STSL is an autosomal recessive disease caused by the disfunction of ABCG5/ABCGS8
transporters, leading to the accumulation of phytosterols in the bloodstream, which may
be accompanied by the presence of xanthomas, as well as in FH. The present study aims
to characterize the prevalence and clinical features of FH and STSL through the analysis
of the APOE, STAP1, ABCG5, and ABCG8 genes in a hypercholesterolemic cohort
participating in a familial hypercholesterolemia Cascade Screening Program. Methods:
505 index cases (ICs) were included for rare variants analysis in the APOE gene and
265 ICs for APOE and STAP1 genes analysis for HF and ABCG5/8 genes for
investigation of STSL. Results: 10 ICs were identified carrying an uncertain
significance variant (VUS) for HF, 7 in APOE gene, and 3 in STAP1 gene. STSL was
confirmed in 8 ICs, and genetic screening in their relatives led to the identification of 6

additional sitosterolemic patients.

Keywords: hypercholesterolemia, phytosterols, xanthomatosis, cardiovascular disease,

familial hypercholesterolemia



1. Introdugéo

1.1. Hipercolesterolemia Familiar
A Hipercolesterolemia Familiar (HF; OMIM #143890) é uma doenga autossdmica
dominante descrita inicialmente por Carl Mdller, em 1938, como um “erro inato do
metabolismo”. E uma doenca que resulta no aumento plasmatico do colesterol total (CT) e
LDL colesterol (LDL-C), aumentando o risco do desenvolvimento de doenca cardiovascular
(DCV) em idade precoce (menos de 55 anos em homens e menos de 65 anos em mulheres)*=3.
Além do aumento plasmatico do LDL-C, a presenca de alguns sinais clinicos como arco

corneano, xantoma e xantelasma podem estar associadas a esta desordem?.

A HF foi a primeira doenca genética do metabolismo dos lipidios caracterizada de
forma clinica e molecular, e € a forma monogénica mais comum de hipercolesterolemia na
populacdo®. Inicialmente a prevaléncia da HF foi estimada em 1:500 individuos na forma
heterozigética e 1:1.000.000 na forma homozig6tica®, porém um estudo recente de reviso
sistematica e meta-analise, no qual inclusive estavam incluidos estudo brasileiros, estimou
que a prevaléncia da HF heterozigética estd em torno de 1:311 individuos e 1:390.000 na

forma homozigotica’®.

O colesterol é encontrado naturalmente no corpo humano e é de fundamental
importancia para seu funcionamento, uma vez que participa no processo de formacdo de
hormdnios, vitaminas e acidos biliares®. Pode ser adquirido pela alimentagdo, porém, a maior
parte do colesterol circulante é devido & producdo endogena do figado®. O colesterol é
transportado na corrente sanguinea através de particulas de lipoproteinas chamadas de
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e

lipoproteina de alta densidade (HDL)*?.



O LDL-C exerce um papel fundamental no desenvolvimento e progressdao da
aterosclerose e da DCV. A doenca cardiovascular é a principal causa de morte no mundo,
sendo a doenca cardiaca isquémica a de maior importancia. Segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude, em 2019, a doenca cardiaca isquémica representou 16% das mortes no mundo,
seguida por acidente vascular cerebral (AVC) e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
representando 11% e 6%, respectivamente (Figura 1)2. O desenvolvimento da DCV ocorre
devido a um processo denominado aterosclerose. A aterosclerose pode ser desencadeada por
diversos fatores, como processos inflamatdrios, agentes infecciosos, tabagismo,

hipercolesterolemia ou pela combinagédo destes fatores.

Cinco principais causas de morte no mundo
(2019)
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m N2 de mortes em milhoes - Ano de 2019

Adaptado de Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), 2019
Figura 1 - As cinco principais causas de morte no mundo

Resumidamente, o colesterol em excesso presente na corrente sanguinea se adere ao
endotélio vascular, e devido a uma disfuncéo deste, a particula de LDL acaba por penetrar na
parede endotelial. Este processo leva a uma série de complicagfes circulatdrias decorrentes da
resposta inflamatdria e formacdo de uma placa fibrosa, onde acaba se projetando para o

interior do limen, o que pode resultar em uma obstrucdo parcial ou total. Esta placa também



pode se desprender da parede endotelial e acabar obstruindo vasos de menor calibre, como as
artérias corondrias, podendo levar a uma angina ou até mesmo ao infarto agudo do miocéardio

(IAM; Figura 2)1314,

A: Artéria normal B: Artéria com pequena C: Artéria com extensa
formacéo de placa de placa de ateroma
ateroma resultando na reducéo

do fluxo sanguineo

Fonte: Adaptado de Melbourne Health Care
Figura 2 - Representacdo da formacéo de placas de ateroma em artérias

Em pacientes HF ndo tratados, homens até os 50 anos de idade apresentam um risco de
51,4% de desenvolverem algum tipo de evento cardiovascular se ndo séo tratados, enquanto
em mulheres, esse risco é de 12%. Aos 60 anos, esse risco aumenta para 85,4% para 0S
homens e 56,5% para as mulheres®®. A presenca de variante genética patogénica em genes
relacionados a homeostase do LDL-C pode aumentar o risco do desenvolvimento de DCV de
2 a 3 vezes mais comparado a ndo-portadores e que possuem o mesmo nivel de LDL-C. Isto
pode ocorrer devido ao portador de alteracdo genética estar exporto a um valor de LDL-C
elevado na corrente sanguinea por mais tempo, evidenciando a importancia do diagnéstico

precoce e tratamento adequado?®?’.

O tratamento através do uso de hipolipemiantes € efetivo e tem mostrado reducdo no
desenvolvimento de DCV de forma precoce e aumento da sobrevida'®!. Porém, a maior parte
dos portadores de HF na maioria dos paises sdo subdiagnosticados (<1%), e aqueles que tem

diagndstico, muitas vezes ndo sdo tratados adequadamente!®. Existem algumas excecdes como



a Holanda, que por meio do programa de rastreamento genético em cascata adotado por seu
governo, permitiu a identificagdo de cerca de 71% dos portadores?®. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), assim como o Instituto Nacional de Exceléncia em Salde e a Sociedade
Européia de Aterosclerose reconhece o rastreamento genético em cascata como uma forma

custo-efetiva para identificacdo desses pacientes®?.,

1.2. Diagnostico Clinico
Para o diagndstico clinico podem ser levadas em consideragdo algumas informacdes
como: valores de colesterol, presenca de sinais clinicos como arco corneano, xantoma e

xantelasma, histérico cardiovascular e histdrico familiar?2.

Existem trés ferramentas principais utilizadas no diagnostico: US MedPed Program
(MedPed), Simon Broome Register Group e o Dutch Lipid Clinic Network (DLCN). O
MedPed utiliza pontos de corte para os niveis de CT e LDL-C levando em consideracdo a
idade e histérico familiar. Estes pontos de corte diferem para parentes de primeiro, segundo e
terceiro grau. O Simon Broome leva em consideracdo os niveis de colesterol, presenca de
sinais clinicos, historico familiar e diagnéstico molecular. Resulta em algumas classificacdes,
como: definitivo ou provéavel. J4 o DLCN ¢é semelhante ao Simon Broome, porém, neste
critério sdo atribuidos pontos para cada uma das atribuicGes, como niveis de colesterol,
presenca de sinais clinicos, historico familiar e diagnéstico molecular. Ao final é gerado uma

29 ¢

pontuacio e uma classificagio como “definitivo”, “provavel” ou “possivel”?2,

1.3. Diagnostico Molecular

1.3.1. Genes canonicos da HF
A HF é causada por variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em 3 genes
principais: o gene do receptor de LDL (LDLR), o gene da apolipoproteina B-100 (APOB) e o

gene da pré-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). Cerca de 90% das



variantes patogénicas sao encontradas no gene LDLR, 5-10% no gene APOB e 1-2% no gene

PCSK9,

O gene LDLR (NM_000527) estd localizado no braco curto do cromossomo 19
(19p13.1-p13.3)>2, Possui 18 exons codificantes, formando uma proteina com 860 residuos
de aminoacidos?*. Sua penetrancia é completa, ou seja, 50% dos familiares de primeiro grau
podem herdar variantes patogénicas neste gene, e todos aqueles que a herdarem também teréo
HF devido a sua penetrancial’. Este gene codifica o receptor de LDL, uma glicoproteina de
superficie de membrana que é responsavel pela homeostase do colesterol atraves da
endocitose??°. Foi descoberto em 1973 por Brown e Goldstein durante a sua pesquisa sobre a

base molecular de HF?®,

O gene APOB (NM_000384) esta localizado no braco curto do cromossomo 2 (2p23-
24)?. Possui penetrancia incompleta, composto por 29 exons codificantes, sendo que somente
0 exon 26 representa mais da metade da regido codificante deste gene, tratando-se do exon
mais longo ja reportado®*2®. Variantes patogénicas no aminoéacido 3527 sdo as mais comuns
em algumas populacdes?®?’. Um exemplo ¢ a alteragdo p.(Arg3527GlIn), de origem holandesa

e que nesta populagio esta presente em 11% dos portadores de HF?,

O gene PCSK9 (NM_174936) esta localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p32) e
é principalmente expresso no figado, rim e intestino®?®. As variantes patogénicas que estio
relacionadas a HF séo as de ganho de funcéo, pois o PCSK9 ativa a via para a degradacédo do
LDLR. Ja& as variantes que causam a perda de funcdo, assim como variantes nonsense, estdo

relacionadas ao baixo LDL-C, pois o processo de degradacéo do LDLR & ineficiente?'3C,

1.3. Via do Receptor de LDL
As particulas de LDL sdo removidas da circulagdo através da ligacdo entre a proteina

apoB-100 presente na superficie do LDL com o LDLR. O LDLR esta presente em regides que



sdo recobertas por clatrina na superficie interior da membrana celular, e quando ha a formacéo
do complexo LDL:LDLR, a membrana com clatrina forma invaginagdes para englobar este
complexo, originando vesiculas. Parte desse complexo internalizado apresentam a PCSK9
ligada & porcdo extracelular do LDLR, e na maioria dos tecidos é necessario a ligagdo da
proteina adaptadora do receptor de LDL (LDLRAP1, produzida pelo gene de mesmo nome)
na porgdo citoplasmética do LDLR para que ocorra a internalizacdo desse complexo. Apds a
internalizacdo ocorre a fusdo dessa vesicula no citoplasma formando o endossomo, que por
diminuicdo do pH dissocia 0 complexo LDL:LDLR. O receptor livre retorna & membrana
celular para realizar um novo ciclo e as LDLs sdo degradadas em pequenos peptideos,
aminoacidos e colesterol livre. J& o complexo internalizado que possui a PCSK9 ligada,
quando tem seu pH diminuido, tem sua afinidade de ligagdo com o LDLR aumentada, néo

permitindo que este complexo fique livre, induzindo sua degradacdo (Figura 3)“.
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Figura 3 - Representacdo da via do receptor de LDL




1.4. Genes potencialmente associados a Hipercolesterolemia Familiar

Dependendo do critério de inclusdo utilizado para o rastreamento genético de HF, a
presenca de alteracbes genéticas nos principais genes (LDLR, APOB e PCSK9) podem ser
identificadas em cerca de 34-50% dos individuos, revelando que uma parcela dos pacientes
com critério clinico para HF ndo possuem uma causa genética identificada'®3-3*, Isto pode
ocorrer devido a presenca de genes ainda ndo associados a doenga, ou como também, a
presenca da hipercolesterolemia poligénica'®®®. Desta forma, recentemente houve a
associacdo do gene APOE e STAP1 com a HF, sugerindo que a presenca de variantes

genéticas raras nestes genes poderiam levar a hipercolesterolemia®31:36,

1.4.1. Gene APOE

O gene APOE (NM_000041) é um gene polimdrfico que possui 3 alelos (g2, €3 e £4)
que se distinguem através da presenca de cisteina e arginina nos aminoacidos 130 e 176%,
resultando em 6 genotipos possiveis: €2/€2, €2/e3, €2/e4, €3/e3, €3/e4 e €4/e4 (Tabela 1). O
alelo €2 possui uma frequéncia alélica de 14,25% e esta associado com a forma recessiva da
hiperlipoproteinemia tipo 111, enquanto que o alelo 4 possui uma frequéncia alélica de 6,54%
e esta associado com o alto risco de DCV, assim como o desenvolvimento da doenca de
Alzheimer de inicio tardio?. Ja o alelo €3 é considerado como isoforma referéncia e esta
presente na maioria da populacdo. Considerando a frequéncia alélica de cada alelo, na
populacdo presente no GnomAD, as prevaléncias dos alelos sdo 0,9%, 75,9%, 14,3% e 2,0%,
para 0s genotipos e2/e4, 3/e3, €3/e4 e 4/e4%. Este gene codifica a apolipoproteina E, uma
proteina que é expressa em varios 6rgaos, como o figado, cérebro, rim e bago. Esta presente
em todas as fragdes lipidicas, porém, em maior propor¢do no VLDL (de 10 a 20%) e no HDL

(de 1 a 2%), e atual como mediador do receptor de LDL3%4°,



Tabela 1 - Genotipos do gene APOE

Genétipo Aminoacido
130 176
€2 TGC Cys | TGC Cys
€3 TGC Cys | CGC Arg
€4 CGC Arg |CGC Arg

Cerca de % do ApoE é produzido pelo figado, e a deficiéncia desta proteina esté ligada
ao aumento do CT e triglicerideos (TG). O gene APOE estd relacionado a doenca de

Alzheimer, doencas cardiacas, hiperlipoproteinemia tipo 111, entre outros®.

Em 2013, Marduel et al realizaram um estudo em uma familia francesa que possuia 14
membros com diagnostico de Hipercolesterolemia Familiar. Nesta familia foi feito o
sequenciamento dos genes LDLR, APOB e PCSK?9 e ndo foram encontradas nenhuma variante
que pudesse estar associada com a hipercolesterolemia. Um estudo mais detalhado permitiu
encontrar uma variante no gene APOE, uma delecdo de um aminoacido na posicao 167, tendo
assim, uma leucina eliminada, p.(Leul67del). Awan et al realizaram um estudo neste mesmo
ano e também encontraram esta variante em um paciente com fenétipo de HF. Recentemente,
em 2016, Cenarro et al realizaram um estudo para determinar a frequéncia desta mesma
variante em pacientes portadores de HF, no qual foi feito o sequenciamento de 288 pacientes
e encontraram 9 pacientes portadores desta alteracdo em heterozigose. Destes, todos 0s
familiares foram convocados para participar do estudo. Foram identificados 10 familiares
portadores desta variante, sendo que seis apresentaram hipercolesterolemia isolada, enquanto
trés apresentaram hiperlipidemia mista e somente um ndo possuia colesterol acima do valor de

referéncial.

1.4.2. Gene STAP1
O gene STAP1 (NM_012108) foi o ultimo gene associado a HF, descrita por Fouchier e
sua equipe em 20143, A proteina 1 do adaptador de transdutor de sinal é codificado pelo gene

STAP1, que possui 9 exons codificantes, e esta localizado no cromossomo 42*. Este gene é



expresso principalmente em linfécitos e pouco expresso no figado, tendo uma expressao
temporaria ou até limitado neste 6rgdo. A funcdo do STAP1 na homeostase do colesterol ainda
é desconhecida, porém a sua participacao pode se dar por meio da interacdo com proteinas de
membrana, uma vez que a sua estrutura apresenta varios sitios de fosforilagdo de tirosina. E
importante salientar também que as variantes missense neste gene foram encontradas em
pacientes com carcinoma hepatico, sugerindo que o gene pode ter um papel importante neste

6rgao*?43,

Através da andlise paramétrica de linkage, Fouchier e sua equipe conseguiram
identificar uma regido cromossdmica que estaria ligada ao fenotipo de HF em uma familia
com diagndstico molecular negativo para os genes canénicos da HF. Foi realizado o
sequenciamento de exoma e encontrado a variante p.(Glu97Asp), considerada deletéria e
extremamente rara, sugerindo que ndo se tratava de um polimorfismo. Através da co-
segregacdo familiar, foi visto que a penetrancia dessa variante chegou a 0,94, ou seja, de 16
portadores, somente 1 ndo possuia o nivel colesterol acima da média. Devido a presenca desta
variante, foi realizado o sequenciamento de toda regido codificante do gene STAP1 em 400
pacientes com diagnostico molecular negativo para os genes canbnicos da HF, e conseguiram
encontrar mais 2 portadores da p.(Glu97Asp), assim como outras trés variantes: p.(Leu69Ser)
(c.206T>C), p.(lle71Thr) (c.212T>C) e p.(Asp207Asn) (c.619G>A). As duas primeiras estao
localizadas no exon 3, e a Gltima esta localizada no exon 6, e todas essas variantes estdo
presentes em sitios conservados. O rastreamento realizado em 400 individuos resultou na
identificacdo de 5 variantes, tendo assim uma frequéncia de 1,3%. Através da co-segregacao
familiar foi visto que os portadores (45 individuos) destas variantes possuiam valores de

LDL-C mais altos comparando com n&o-portadores (91 individuos) (p<0,05)3!.

Segundo Fouchier (2014), portadores de alteracbes patogénicas no gene STAP1

possuem fendtipo um pouco mais brando quando comparado aos portadores que tem
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alteracdes no APOB, e estes sdo mais brandos do que portadores de alteragcdes no gene LDLR.
Outro ponto observado foi que portadores de alteracbes no gene STAP1 possuem niveis de
triglicerideos um pouco mais elevado que os portadores de alteracbes no gene LDLR ou

APOB*.

1.6. Tratamento da HF

A mudanca no estilo de vida como ter uma dieta saudavel, IMC adequado, ndo ser
tabagista e realizar atividade fisica de forma regular sdo aspectos importantes no manejo de
pacientes com HF, pois ajudam na reducdo dos valores de colesterol, assim como reduz
também o risco do desenvolvimento de DAC. Pacientes com HF necessitam reduzir seu valor
de LDL-C em cerca de 40%, e para atingirem este objetivo, a inclusdo de farmacos
hipolipemiantes acaba sendo necessaria para a maioria deles. Em geral, utilizam-se de
hipolipemiantes como estatinas, resinas, ezetimiba ou a sua combinacdo, e em casos mais

severos, a LDL-aférese pode ser indicada®.

1.7. Hipercolesterolemia Poligénica

Através de estudos de associacdo gendmica (GWAS - do inglés Genome-wide
association studies) foi possivel identificar centenas de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNVs) que estdo associados ao aumento do nivel de LDL-C. O efeito da presenca de
somente um Unico SNV ndo possui poder suficiente para elevar os niveis de LDL-C ao nivel
de um portador de HF. Porém, a soma de diversos SNVs, cada um contribuindo com uma
parcela na elevacdo do nivel de LDL-C, pode resultar em uma hipercolesterolemia. Estima-se
que a hipercolesterolemia poligénica possa representar em torno de 15% dos casos em que
uma causa monogénica foi ndo foi identificada®. Para testar esta hipétese, Talmud et al
selecionaram 12 SNVs que possuiam maior peso na elevagdo do nivel de LDL-C reportados
pelo Global Lipid Genomic Consortium (GLGC), para o célculo do escore geneético. Este

escore foi calculado em um grupo de pacientes que possuiam diagnostico clinico de HF e em
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um grupo controle. Foi observado que a média do escore em pacientes que possuiam alteracéo
monogénica identificada era maior que nos controles. Nos que ndo tiveram uma alteracdo
monogénica identificada, a média do escore era ainda maior, sugerindo que o escore
poligénico pode ter uma atribuicdo importante na hipercolesterolemia*®. Futema et al fizeram
um refinamento deste estudo para melhorar o desempenho do escore poligénico, adicionando
e retirando variantes para o calculo final do escore, e assim concluiram que a reducédo de 12
SNVs para 6 ndo afetava significativamente no calculo do escore genético, e salientaram que
a reducdo da quantidade de SNVs seria mais pratico e vantajoso financeiramente*’. No
entanto, o escore utilizando-se de 12 ou 6 SNVs foi validado para a populagéo europeia e

ainda n&o foi validada para a populagdo brasileira.

1.8. Hipercolesterolemia Autossémica Recessiva

A presenca de variantes patogénicas em homozigose ou heterozigose composta no gene
LDLRAP1 (NM_015627) leva a Hipercolesterolemia Autossomica Recessiva (OMIM
#603813)*. E uma forma muito mais rara de Hipercolesterolemia Familiar, porém, de heranca
recessiva. O fendtipo produzido por alteracdes neste gene leva a um quadro clinico
semelhante a HF homozigética, entretanto, podendo ser menos severa e de melhor resposta ao
uso de hipolipemiante*®. A proteina 1 do adaptador de LDL produzida pelo gene LDLRAP1
interage com o receptor de LDL durante o processo de internalizacdo do LDL-C por
endocitose, e sua deficiéncia leva a hipercolesterolemial’“®, Até o presente momento,
somente foram reportadas 17 variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas no banco

de dados ClinVar®®,

1.9. Sitosterolemia
A Sitosterolemia (STSL; OMIM #210250/#618666) ¢ uma doenca autossdmica
recessiva descrita inicialmente por Bhattacharyya e Connor em 1974. E caracterizada pelo

aumento dos niveis de esterOis vegetais na corrente sanguinea, onde muitas vezes esta
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associada a presenca de hipercolesterolemia, xantomas e aterosclerose prematura®-23, Outros
sinais clinicos podem estar presentes, como a presenca de alteragdes hematoldgicas e anemia.
Dentre as alteragdes hematoldgicas esta a presenca de estomatdcitos, trombocitopenia e
macrotrombocitopenia. Estas alteragdes hematoldgicas podem estar presentes devido a
incorporacgdo de fitosterdis pelas hemécias e plaguetas, levando a sua disfuncdo e alteragdo da
morfologia®°. Alguns pacientes portadores de STSL podem apresentar somente alteraces
hematologicas, sinais mais discretos que podem passar despercebido, sugerindo que a
frequéncia desta doenca possa ser ainda maior®’. Portanto, portadores da STSL podem
apresentar heterogeneidade fenotipica, podendo ser encontrado desde pacientes
normocolesterolémicos até hipercolesterolémicos associado a presenca de xantomas®’*8. O
acumulo de colesterol e fitosterol na corrente sanguinea pode levar a formacgéo de xantomas e

aterosclerose prematura, podendo resultar em IAM e morte stbita®2>,

E causada por variantes em homozigose ou heterozigose composta nos genes ABCG5
ou ABCGS8. Normalmente, menos de 5% dos esterois vegetais ingeridos sao absorvidos,
porém, em pacientes com Sitosterolemia essa taxa € de 50%, podendo apresentar uma
concentracdo de 30 a 50 vezes maior que um ndo-sitosterolémico. Os principais fitosterdis
encontrados sdo: sitosterol, campesterol e estigmasterol; e o aumento destes € causado pelo

aumento da absorcéo intestinal e reducdo da excrecéo biliar (Figura 4)*1:57:59-61,
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Figado Bile Células intestinais
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Adaptado de Repa e Mangelsdorf (2002)5?
Figura 4 - Representacédo dos transportadores ABCG5/8 no transporte de esterdis.
Os transportadores ABCG5/8 presentes no figado fazem o transporte de esterdis para a excre¢do via bile, assim
como o transporte reverso dos enterdcitos de volta para o IUmen intestinal para excregao

Na rotina de laboratério a dosagem do colesterol é feita pelo método enzimético
colorimétrico, onde ndo é possivel distinguir o colesterol do fitosterol, pois este método
depende da reacdo com a dupla-ligacdo do carbono-5 ou pela presenca do grupo 3-beta-
hidroxil, estruturas presente em ambos esterdis. Assim, para distinguir entre os esterois é
necessario utilizar metodologias mais especificas como a cromatografia gasosa, cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas ou cromatografia liquida de alta pressdo®’.

Atualmente, foram identificados pouco mais de 100 portadores de STSL no mundo,
sendo assim, uma doenca extremamente rara. Tada et al estimaram a prevaléncia da STSL
baseando-se na presenca de variantes heterozigoticas de perda de funcdo (Loss of function,
LoF) no banco de dados Exome Aggregation Consortium (ExXAC), concluindo que a

prevaléncia da STSL poderia estar em torno de 1:200.000 individuos®” 3,

Até o presente momento, ndo existem casos no Brasil de STSL reportados na literatura
médica que relacionem a clinica com a genética, e na América Latina h4 somente um unico
caso reportado no Mexico, evidenciando que esta condi¢do € desconhecida ndo somente no

Brasil, mas quase todos os paises da América Latina®*.
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Atualmente, um dos principais critérios utilizados para diagnostico de STSL ¢é ter o B-
sitosterol > 10 ug/mL. Porém, um estudo realizado no Japdo, que incluia pacientes positivos
para dupla-mutagdo (homozigoto ou heterozigotos composto), portadores (heterozigoto) e
nédo-portadores (auséncia de alteracdo), identificou que o valor de B-sitosterol apresentava um
valor preditivo positivo maior quando adotado um valor de 15 pg/mL para o diagnéstico de

STSL®.

1.9.1. Genes ABCG5 e ABCG8
Os transportadores ABC estdo relacionados a doenca cardiovascular devido ao seu
papel na homeostase do colesterol. Eles sdo divididos em 7 subfamilias, de A a G, composto
por proteinas monomeéricas e diméricas, e também estdo associados a outras funcdes como
regulacdo da pressao arterial, funcdo endotelial, inflamacéo vascular e producéo e agregacéo

de plaquetas®®€®,

Os genes ABCG5 (NM_022436) e ABCG8 (NM_022437) foram associados a STSL
através de um estudo realizado por Berge et al na tentativa de fazerem a caracterizacdo da
estrutura destes transportadores®®. Estes genes estdo localizados lado a lado no cromossomo
2, ambos possuindo 13 exons codificantes cada. Cada gene codifica metade do transportador,
que juntos formam um heterodimero que é responsavel pelo trafico de esterol no figado e
intestino, locais onde sdo mais expressos?®%%%7, Este transportador é produzido no reticulo
endoplasmatico, é maturado no complexo de Golgi e esta presente na membrana apical dos
enterécitos e na membrana canalicular dos hepatdcitos®. A perda de fungdo desta proteina
impede o efluxo do colesterol pelos hepatécitos e enterdcitos para a excrecdo biliar,

aumentando a absorgao intestinal e reduzindo a excregéo via bile?%6567,
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1.9.2. Tratamento da Sitosterolemia

As estatinas utilizadas como primeira linha na cardiologia preventiva atua na inibicdo da
HMG-CoA redutase, enzima que atua na via metabdlica para producdo enddgena do
colesterol, e é baseada em diversos estudos com evidéncia clinica de eficacia e seguranga.
Porém, mesmo utilizando a dosagem méxima de estatinas em alguns pacientes, nao € possivel
atingir uma reducéo adequada, necessitando a introducdo de outras terapias medicamentosas.
Dentre essas terapias, a ezetimiba tem se mostrado uma grande aliada as estatinas devido a
inibicdo da NPC1L1, e consequentemente, inibicdo da absorcdo de colesterol dependente

deste transportador®®,

Um estudo realizado por Tada et al (2020) concluiram que a combinacdo atorvastatina-
ezetimiba em pacientes com variante genética patogénica identificada nos genes ABCG5/8,
apresentaram melhores resultados quando comparado aqueles sem alteragdo, mostrando a

importancia da introducio da ezetimiba nesses pacientes®®.
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2. Justificativa

A HF ¢é a doenca genética mais frequente na populacdo, porém, mais da metade
daqueles que sdo submetidos a um rastreamento genético ndo possuem uma causa
monogénica identificada. Isto pode ser devido a presenca de variantes em genes que ainda nao
estdo associados a doenca, assim como também pode ser devido a hipercolesterolemia
poligénica. Portadores de HF podem apresentar hipercolesterolemia desde a infancia,
aumentando assim o risco de aterosclerose prematura, podendo levar a complicacGes
cardiovasculares como o IAM. Entretanto, esta doenca possui fenocdpias, onde o quadro
clinico pode ser semelhante a HF, como no caso da Sitosterolemia. Nesta doenca, devido a
heterogeneidade fenotipica, o quadro clinico pode ser bastante semelhante a HF, apresentando
hipercolesterolemia acompanhada da presenca de xantomas®’. Porém, esta doenca é de
heranca recessiva e pode estar presente em familias nas quais ndo ha historico familiar de
doenca cardiovascular. Apesar de ambas as doencas poderem apresentar um quadro clinico
semelhante, o diagnoéstico diferencial entre elas deve ser realizado, uma vez que o tratamento
pode ser melhor direcionado e o risco do desenvolvimento de complica¢des cardiovasculares
reduzido. Estudos demonstraram que pacientes portadores de STSL ndo respondem tdo bem
ao uso de estatinas quanto portadores de HF, e que o uso de ezetimiba na STSL tém se
mostrado eficiente. Além disso, a alimentacdo é outro fator muito importante em ambas as

doencas, porém, na STSL, a ingestdo de esterois vegetais deve ser restringida®?>75%67,

No Brasil, a investigacdo sobre a base molecular da HF vem ganhando forca nos
ultimos anos, apresentando cerca de 50% das publicagbes sobre HF somente nos ultimos
quatro anos. Ja com relacdo a STSL, a escassez de estudos onde é avaliado a parte clinica e
genética sdo escassas ndo s0 no Brasil, como no mundo. A investigacdo de novos genes

relacionados a HF, assim como o rastreamento da STSL em pacientes hipercolesterolémicos
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pode ajudar a caracterizar a base molecular de ambas as doencgas na populacéo brasileira, bem

como contribuir para a melhora do prognoéstico dos portadores.

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Analisar os genes STAP1 e APOE para a investigacdo de variantes genéticas que
possam estar relacionadas a Hipercolesterolemia Familiar e analisar os genes ABCGS5 e

ABCG8 como diagnostico diferencial para Sitosterolemia.

3.2. Objetivos Especificos
- Verificar se as alteragdes encontradas estdo descritas na literatura médica e se possuem

relagdo com a Hipercolesterolemia Familiar.

- Investigar se pacientes hipercolesterolémicos com diagnéstico molecular negativo para
HF possuem Sitosterolemia, pesquisa feita por meio de investigacdo de variantes patogénicas

nos genes ABCG5 e ABCGS.

- Avaliar a frequéncia das variantes encontradas através da comparacdo com populacdes

controles disponiveis.

- Avaliar a predicdo do efeito de variantes provavelmente patogénicas na estrutura e
funcdo de proteinas, assim como avaliar a conservacdo entre as espécies utilizando programa

de bioinformatica.

-Realizar co-segregacdo familiar de variantes provavelmente patogénicas através do

sequenciamento dos familiares pela metodologia de Sanger.
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4. Métodos

4.1. Selecdo dos Pacientes
Para a realizacdo deste estudo foi analisado o gene APOE de 505 Cls que possuem
diagnostico molecular negativo para os genes LDLR, APOB e PCSK9. Foi investigado se as
variantes genéticas encontradas poderiam estar relacionadas a HF. Estes pacientes foram

sequenciados atraves da metodologia lonTorrent PGM® entre outubro/2015 a outubro/2017.

Também foram analisados os genes APOE, STAP1, ABCG5 e ABCG8 em 265 pacientes
ndo relacionados e que possuem diagndstico molecular negativo para os genes candnicos
(LDLR, APOB e PCSKJ9). Os pacientes foram sequenciados a partir de outubro/2017 através

da plataforma Illumina utilizando o sequenciador MiSeq.

O critério de selecdo utilizado foi possuir valor de LDL-C > 210 mg/dL. Os critérios de
exclusdo utilizados foram: triglicérides > 400 mg/dL, insuficiéncia hepéatica ou renal,

hipotireoidismo descompensado ou pacientes HIV positivos.

O material biologico de todos os pacientes foi captado através do programa de
rastreamento genético em cascata de Hipercolesterolemia Familiar — Hipercol Brasil, do
Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do Coracdo de Sdo Paulo — ap06s
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; Apéndice A). Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa institucional (CAPPesq number 3757/12/013;
Apéndice B). O Hipercol Brasil é 0 maior programa de rastreamento genético em cascata da
América Latina e esta desde 2012 realizando a identificagdo de individuos com HF de forma
genética. Sua coorte j& compreende mais de 2 mil individuos com alteracdo genética

identificada’.
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4.2. Sequenciamento de Nova Geragao (NGS)

4.2.1. ION Torrent PGM
Os Cls para analise do gene APOE foram sequenciados atraves do ION Torrent PGM
(Thermo Fisher) utilizando painel customizado contendo os genes LDLR, APOB, PCSK9,
LDLRAP1, APOE e LIPA. Esta metodologia ¢ baseada em sequenciamento por sintese,
utilizando-se de semicondutores para avaliacdo da variacdo de pH através da incorporacgédo de
nucleotideos durante o processo de sequenciamento. Foi utilizado o protocolo de preparo de

biblioteca e de carregamento seguindo as recomendacdes estabelecidas pelo fabricante.

4.2.2. SureSelect QXT

Com o intuito de atualizar o painel genético, foi decido realizar a inclusdo de novos
genes assim como realizar a troca da metodologia de sequenciamento. Para preparo de
biblioteca foi utilizado a tecnologia SureSelect QXT (Agilent Technologies) e o sequenciador
da plataforma Illumina (MiSeq). O sequenciamento desta metodologia é baseado em sintese,
utilizando sondas para a captura das regides de interesse. Os genes que compdem este painel
sdo: LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1, LIPA, APOE, ABCG5, ABCG8 e STAP1. O preparo
de biblioteca e o carregamento foram feitas sequindo as recomendacges estabelecidas pelos

fabricantes.

4.3. Metodologia de Sanger
As amostras de DNA dos familiares foram amplificadas através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se de primers especificos para a regido de interesse. Os primers
utilizados foram desenhados no programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Ao
final do processo de amplificagéo, estes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% para confirmacdo da amplificagdo. Logo apo6s foi realizado a purificacdo utilizando-se da

enzima ExXoSAP-IT e em seguida realizado a reagdo de sequenciamento utilizando-se do Big
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Dye. As amostras entdo foram precipitadas e sequenciadas através do sequenciador
AB3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystem). O arquivo gerado pelo sequenciador foi
analisado através do programa Geneious 9.0.2 para avaliacdo da presenga ou nao de variante

genética.

A metodologia de Sanger também foi utilizada para a confirmacdo de variantes
genéticas de baixa frequéncia, baixa cobertura, ou quando fosse necessaria a confirmacéo da

presenca da variante encontrada no NGS.

4.4. Analise bioinformaética
O arquivo bruto gerado pelo servidor do sequenciador lon Torrent PGM e MiSeq foi
analisado através do programa CLC Genomics Workbench 9.0 (QIAGEN) de acordo com

workflow previamente estabelecido pelo programa Hipercol Brasil.

4.5. Analise de Variantes Genéticas
As variantes genéticas encontradas foram avaliadas através de programa de
bioinformatica para predizer se a presenca da variante genética pode alterar a estrutura/funcéo
da proteina estudada. Os programas utilizados para avaliacdo da predicdo de impacto estdo
descritos na Tabela 2. A comparacdo da presenca da variante em populagcdes-controle
utilizada esta descrita na Tabela 3. As variantes encontradas foram pesquisadas nos bancos de
dados descritos na Tabela 4. Todas as variantes foram classificadas de acordo com as

recomendacdes do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)"?.
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Tabela 2 - Programa de bioinformatica para predicdo de impacto na funcéo da proteina estudada

Prevé o possivel impacto de uma substituicdo de aminodcido na

Polyphen-2 estrutura e funcdo de uma proteina humana usando consideracGes
fisicas e comparativas diretas
Provean / Prevé se a substituicdo de um aminoécido possui impacto na funcéo

Mutation Taster biologica da proteina

Prevé se a substituicdo de um aminodcido afeta a funcdo da proteina;
Sift previsdo baseada através do alinhamento de sequéncias relacionadas
para comparacdo da conservacdo do aminoacido

Tabela 3 - Banco de dados de populagBes-controle

Arquivo Brasileiro Online de Mutacdes: Exoma de 609 idosos da cidade de

ABraOM Séo Paulo com idade média de 73 anos

Exome Variant Server: Possui exoma de 6503 individuos, sendo composta por
EVS : 2

2203 afro-americanos e 4300 europeu-americanos

Exome Aggregation Consortium: Compilacdo de diversos projetos de
ExAC . -

sequenciamento de larga-escala. Possui 60706 exomas

Genome Aggregation Database: Compilacdo de diversos projetos de
gnomAD . . : ;

sequenciamento de larga-escala. Possui 123 mil exomas e 15 mil genomas
Kaviar Known VARiants: Compilacdo de 25 projetos de sequenciamento de larga-

escala. Possui 13 mil genomas e 65 mil exomas

Tabela 4 - Bancos de dados de literatura médica

Banco de dados que possui informe sobre a relacdo da presenca de variantes
genéticas com o fenotipo, através de evidéncia de apoio

Human Gene Mutation Database: Banco de dados de variantes genéticas
HGMD  causadoras de doencas, que estdo associadas ou que sdo polimorfismos
funcionais

ClinVar

4.6. Classificagdo das variantes genéticas dos genes ABCG5/ABCGS8 dos individuos

do banco de dados UK Biobank
Para a comparacdo da frequéncia de variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas com a coorte de hipercolesterolémicos do Hipercol Brasil, foi realizado a analise
de variantes raras nos genes ABCG5/ABCG8 do UK Biobank (22 versao, de outubro de 2020),
banco de dados biomeédico prospectivo de larga escala, composto por 200.643
sequenciamento completo de exoma (WES) de individuos matriculados, com idade entre 40 e

69 anos de idade no momento do recrutamento.
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O WES foi realizado pelo Regeneron Genetics Center. Em resumo, as sequéncias
(reads) foram alinhadas ao genoma humano de referéncia (verséo GRCh38) usando o BWA-
MEM; os reads duplicados foram marcados usando a ferramenta Picard, e os arquivos de
chamada de variante genémica (gVCF) foram gerados usando o chamador de variante WeCall.
Apo0s a aprovagdo do acesso aos dados (UK Biobank Project 14654), os dados WES foram
baixados para um computador local, anotados e filtrados para um MAF < 0,0001. As
variantes foram ainda filtradas para conter apenas variantes de LoF. Assim, todas as variantes
foram filtradas para os genes ABCG5 ou ABCG8 e cruzadas com o banco de dados ClinVar

em 21/07/2021.

4.7. Dosagem de Fitosterdis

Os fitosterdis (sitosterol e campesterol) foram dosados por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS). Resumidamente, o soro foi hidrolisado em
solugdo etandlica de KOH contendo 5a-colestano como padrdo interno e extraido com hexano.
Um microlitro da amostra foi injetado no GC-MS (Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, Kyoto,
Japdo). A separacao eficiente dos esterdis foi realizada em uma coluna capilar Restek de 30 m
de comprimento (100% dimetil polissiloxano-Rxi13323) com um didametro interno de 0,25
mm, ao qual continha hélio como fase mével e tinha uma velocidade linear constante de 45,8
cm/s com uma temperatura de forno mantida a 260°C. O espectrdmetro de massa operou no
modo de impacto de elétrons a uma voltagem de ionizacdo de 70 eV com uma temperatura de
fonte de 300°C para os ions e a interface. Os ions dos fitosterois foram identificados no
espectrOmetro de massa usando monitoramento de ion unico. A quantificacdo foi feita
comparando as areas dos picos e 0s espectros de massa da curva de ions padréo apds correcao

do padréo interno’2. Para comparagéo, foi utilizado um pool como controle, ao qual continha
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amostras mistas de 6 individuos saudaveis sem hipercolesterolemia ou qualquer outra doenca

conhecida.

4.8. Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o Statistical Package for Social Sciences
(SPSS 20.0). Inicialmente foi feito uma analise descritiva das varidveis. Para variaveis
continuas ndo-parametricas, as medianas e o primeiro e terceiro quartis foram calculados, e a
diferenca entre as medianas foi comparada utilizando o teste de Mann-Whitney U. Variaveis
categoricas foram calculadas como frequéncias, e a diferenca entre as frequéncias foram feitas
por meio do teste de Chi-quadrado. Foi considerado como significancia estatistica um valor
de p < 0,05. A comparacdo da concentracdo de esterdis entre os grupos foi realizada através
do teste Kruskal Wallis, e a diferenca entre os pares foi realizada através do teste Mann-

Whitney U considerando o ajuste de Bonferroni, sendo significativo um valor de p < 0,016.
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5. Resultados

Foi realizado a analise do gene APOE de 770 Cls, sendo 505 provenientes da
metodologia ION Torrent e 265 provenientes da metodologia Illumina. Os Cls sequenciados
pela metodologia Illumina também tiveram a analise dos genes STAP1, ABCG5 e ABCG8

realizada. As caracteristicas clinicas de todos os Cls estdo representadas na Tabela 5.

Os 265 Cls provenientes da metodologia Illumina tiveram uma analise inicial partindo
de 443 Cls que foram inclusos para sequenciamento de painel genético para HF, pesquisa
feita através da andlise dos genes LDLR, APOB e PCSK9. Também foi realizado o
sequenciamento dos genes LIPA e LDLRAP1, genes associados a deficiéncia da lipase &cida
lisossomal e HF recessiva, respectivamente. Dentre os 443 Cls, 14 foram incluidos devido a
suspeita de STSL, sendo assim, para a analise dos genes ABCG5/8. Estes Cls foram
previamente sequenciados pela plataforma ION Torrent e ndo tiveram variante genética
identificada para HF. Porém, devido apresentarem caracteristicas clinicas de STSL, optou-se
por inseri-los em novo painel para analise dos genes de STSL. O critério utilizado para a
selecdo destes pacientes foram: LDL-C > 300 mg/dL, presenca de xantomas ou drastica
reducdo dos niveis de LDL-C através de dieta ou pelo uso da ezetimiba. Esta primeira etapa
do sequenciamento resultou na identificacdo de 147 Cls com alteragdo patogénica ou
provavelmente patogénica para HF nos genes LDLR, APOB e PCSKO9, e 31 Cls portadores de
variantes VUS nos genes LDLR, APOB, PCSK9 e LDLRAPL. Sendo assim, restaram 265 Cls

para anélise dos genes APOE, STAP1, ABCG5 e ABCG8 (Figura 5).
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas de todos os pacientes inclusos para anélise

o Cls
Variaveis =770
Idade (anos) 52,8 (38,0-61,2)
Sexo
Feminino (%) 514 (66,8)
Masculino (%) 256 (33,2)
Raca autodeclarada
Brancos (%) 385 (67,4)
Pardos (%) 116 (20,3)
Pretos (%) 57 (10,0)
Outros ou ndo-declarados (%) 13 (2,3)
Exames bioquimicos
CT basal* (mg/dL) 323,0 (301,0-352,0)
LDL basal* (mg/dL) 236,0 (217,0-258,0)
HDL basal* (mg/dL) 52,0 (43,0-65,0)
TG basal* (mg/dL) 152,0 (109,0-230,0)
CT atual (mg/dL) 310,0 (261,0-372,0)
LDL atual (mg/dL) 227,0 (181,0-271,0)
HDL atual (mg/dL) 54,0 (45,0-71,5)
TG atual (mg/dL) 164,0 (107,0-296,0)
Exame fisico
Xantelasma (%) 52 (7,1)
Xantoma (%) 21 (2,9)

Arco corneano (%) 50 (6,9)
Histérico médico

Em tratamento (%) 507 (68,4)
Hipertensao (%) 289 (49,1)
Diabetes (%) 108 (18,1)
Tabagismo (%) 260 (39,9)
IMC (kg/m?) 26,6 (23,5)
DCV precoce (%) 139 (20,0)
Historico familiar de DCV (%) 356 (54,1)
Criancas (%) 47 (17,7)

*Valor de colesterol sem tratamento ou maior valor de colesterol sob tratamento. DCV precoce: homens < 55
anos e mulheres < 65 anos. Varidveis quantitativas estdo expressas em medianas (1° e 3° quartis). Varidveis
categdricas estdo expressas em valores absolutos e porcentagens. O histérico médico de criangas somente teve o
valor de IMC avaliado.
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<

Sequenciamento dos genes LOLR, APOB, PCSKS, LIPA,
STAFP1, ABCG3, ABCGS, LDLRAF1 e AFOE

Pacientes do
Hipercol Brasil

L FATOT T
EHS04 'FOLY WTTT saush sop as|euy

HF positivos Andlise dos genes VUS LOLR, APOB,
\\./ LOLR, APOB e PCSK9 APQE, 5TAP1, PCSK9 e LDLRAPY
ABCGHE

Figura 5 - Fluxograma dos pacientes inclusos no programa Hipercol Brasil

5.1. Andlise do gene APOE

Dentre os 770 Cls inclusos para andlise, 7 Cls (0,91%) foram identificados sendo
portadores de variante VUS no gene APOE. Ao total, foram identificadas 6 variantes, tendo
apenas uma sido encontrada em dois pacientes. As variantes estdo descritas na Tabela 6. Os
heredogramas das familias estdo representados na Figura 6. Todas as variantes sao raras ou
ausentes nos bancos de dados populacionais, tendo apenas a variante p.(Trp294Cys) sido
encontrada no ABraOM, bancos de dados populacional da Cidade de Sdo Paulo, apresentando
apenas a presenca de um unico alelo na base de dados. Dentre os 7 Cls com variante VUS

identificada, 5 foram sequenciados pela plataforma ION Torrent e 2 pela plataforma Illumina.



Tabela 6 - Variantes encontradas no gene APOE
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Tipo de

Predicdo in

Classificacao

Gene Variante variante Familia silico gnomAD ABraOM Kaviar Literatura médica ACMG
APOE p'E;TQ{,iié'a) Missense A Benigna (4/4)  0,00001415 : 0,000045 i VUS
p.(Pro28Leu) . . i Alzheimer
APOE C.83C>T Missense C Benigna (3/4) 0,000004017 0,000013 Kamboh et al (1999) VUS
p.(Met82Arg) . ) - i i i
APOE C1TA4GSA Missense Deletéria (4/4) 0,000004020 VUS
Hipertrigliceridemia
APOE p-(GIn264Arg) Missense - Conflitante (2/4) - - - Di Filippo et al VUS
C.791A>G
(2014)
p.(Arg269Gly) . - i i
APOE .805C>G Missense B Deletéria (3/4) 0,0003605 0,000167 VUS
(Trp294 . -
apog  P(TrP294Cys) Missense D Deletéria (4/4)  0,00001181 1 alelo 0,000026 ; VUS
€.882G>T

As variantes novas estdo representadas em negrito. A predicdo in silico esté representada pelo nimero de algoritmos concordantes com a predicao.



(A) H p.(Thr11Ala) no gene APOE (B) M p-(Arg269Gly) no gene APOE

17O 1O

dadd bo!

o 2 I3 " 12
61a, LDL-C 246 : X 58.
Arco corneano 61a, LDL-C 212 a

np

(C) M p.(Pro28Leu) no gene APOE (D) || p.(Trp294Cys) no gene APOE

?-1a éﬂa

111 -2 I3 14 I1:5 I1:6 -7
I1:3 453 44a 43a 40a 3Ba, LDL-C 76.6 Ha 28a, LDL-C 105

O
a O

65a, LDL-C 114*
Kantoma

O A
11 -2 -3 IIl-4 -5
20a Ga 4a 11a, LDL-C 172* 5a, LDL-C 96.6

111 l:2
£7a 42a, LDL-C 140

Figura 6 - Heredograma das familias A, B, C e D.
Os casos indices estdo representados pela seta. * sob uso de medicamento
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5.2. Andlise do gene STAP1
Dentre os 265 Cls, foram identificados 3 Cls (1,13%) portadores de variantes VUS no
gene STAP1, sendo que a alteracdo p.(Prol76Ser) foi identificada em 2 pacientes. A outra
variante encontrada, a p.(Trp294Cys), é nova e esta representada em negrito na Tabela 7. Os

heredogramas das familias estdo representados na Figura 7.



Tabela 7 - Variantes encontradas no gene STAP1
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. Tipo de - S . (s Critério  Classificagdo
Gene Variante variante Familia  Predicéo in silico gnomAD ABraOM Literatura médica ACMG ACMG
p.(Argl49Lys) . .
TAP1 M A D te (2/4 - - - PM2 \
S (C.446G>A) issense iscordante (2/4) us
Lamiquiz-Moneo et al
p.(Prol76Ser) . - i (2019) PP3, PP5,
STAP1 (c.526C>T) Missense B, C Deletéria (4/4) 0,0003274 Blanco-Vaca et al BP6 VUS

(2018)

A variante nova esta representada em negrito. A predicao in silico esta representada pelo nimero de algoritmos concordantes com a predicéo.

(A) W p.(Arg149Lys) no gene STAP1

II:1
49a, LDL-C 218

=1
14a, LDL-C 183

Figura 7 - Heredograma das familias A, B e C.
Os casos indices estdo representados pela seta. * sob uso de medicamento

(B) M p.(Pro176Ser) no gene STAP1

II:1
G6a, LDL-C 216
Xantoma

(C) |l p-(Pro176Ser) no gene STAP1T

11
53a, LOL-C 237~
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5.3. Anélise dos genes ABCG5 e ABCG8

Foi analisado os genes ABCG5/8 de 265 Cls. Estes foram separados em pacientes com
suspeita de STSL e sem suspeita de STSL. O critério utilizado para a selecdo destes pacientes
foram: LDL-C > 300 mg/dL, presen¢a de xantomas ou drastica redugdo dos niveis de LDL-C
através de dieta ou pelo uso de ezetimiba. Sendo assim, 42 Cls tinham suspeita de STSL. O
diagndstico genético de STSL foi confirmado em 7 Cls (2,64%; STSL positivo), sendo 6
pertencentes ao grupo com suspeita de STSL. Apenas 1 Cl n&o teve a confirmacéo do arranjo
trans realizado pela impossibilidade de abertura da familia. As caracteristicas clinicas e
bioquimicas dos pacientes com e sem diagndstico genético de STSL estdo representados na
Tabela 8. O fluxograma representando a divisdo dos casos suspeitos de STSL, assim como o
resultado do teste genético e analise familiar estdo representados na Figura 8. Foram
identificadas 9 variantes genéticas, sendo 4 nonsense, 2 pequenas delecBes, 2 missense e 1
variante em sitio de splicing. Todas as variantes nonsense e uma das alteracdes missense
foram descritas previamente e o restante eram variantes novas. Todas as variantes foram

classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas, como descrito na Tabela 9.



Tabela 8 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos pacientes STSL positivo x STSL/HF negativo
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Parametro STSL STSL/HF p value
positivo (7) negativo (253)
Idade (anos) 25 (10,0-44,0) 48 (31,3-59,0) 0,023
Sexo
Mulher (%) 5(71,4) 172 (68) 0,604
Homens (%) 2 (28,6) 81 (32) 0,604
Raca autodeclarada
Branco (%) 4 (66,7) 123 (59,4) 0,853
Pardo (%) 2(33,3) 60 (29,0) 0,853
Preto (%) 0(0,0) 21 (10,2) 0,853
Outros ou ndo-declarado (%) 0(0,0) 3(1,4) 0,853
Exames bioquimicos basais
CT (mg/dL)* 418,0 (262,0-480,0) 324,0 (301,5-351,0) 0,102
LDL-C (mg/dL)* 352,0 (203,0-462,0) 240,0 (221,0-261,3) 0,060
HDL-C (mg/dL)* 47,0 (41,0-47,0) 51,0 (44,0-62,0) 0,145
TG (mg/dL)* 88,0 (63,0-126,0) 132,0 (96,0-189,5) 0,014
Exames bioquimicos atual
CT (mg/dL) 162,0 (157,0-220,0) 302,5 (251,3-338,0)  <0,001
LDL-C (mg/dL) 101,0 (93,0-137,0) 223,0 (171,0-249,0)  <0,001
HDL-C (mg/dL) 55,0 (47,0-58,0) 51,0 (44,0-62,0) 0,656
TG (mg/dL) 74,0 (56,0-92,0) 135,0 (93,0-180,0) 0,003
Exame fisico
Arco corneano (%) 1(14,3) 16 (6,5) 0,389
Xantoma (%) 4 (57,1) 9 (3,6) <0,001
Xantelasma (%) 3(42,9) 23 (9,3) 0,025
Historico medico
Tratamento farmacol6gico (%) 6 (85,7) 153 (61,2) 0,181
Estatina 5(71,4) 138 (60,5) 0,437
Ezetimiba 2 (28,6) 45 (20,3) 0,439
Hipertensao (%) 1 (20,0) 49 (40,5) 0,338
Diabetes (%) 0 (0,0 26 (20,0) 0,337
Tabagismo (%) 2 (28,6) 73 (39,2) 0,653
IMC (kg/m?) 18,8 (17,8-19,4) 26,3 (22,8-29,4) 0,004
DAC precoce (%) 2 (40,0) 28 (11,6) <0,001
DAC subclinica (%) 2 (40,0) 6 (2,5) <0,001
Histdrico familiar de DAC (%) 4 (66,7) 109 (53,7) 0,421
Criangas (%0) 2 (28,6) 43 (17,0) 0,348

*Valor de colesterol sem tratamento ou maior valor de colesterol sob tratamento. DCV precoce: homens < 55
anos e mulheres < 65 anos. Varidveis quantitativas estdo expressas em medianas (1° e 3° quartis). Varidveis
categdricas estdo expressas em valores absolutos e porcentagens. O histérico médico de criangas somente teve o

valor de IMC avaliado.
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Figura 8 — Resultado da analise molecular para rastreamento da Sitosterolemia
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Tabela 9 - Descri¢do das variantes encontradas nos genes ABCG5 e ABCG8
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Gene Variante Tlp_o de Familia PreQ@ao " gnomAD ABraOM Kaviar L|te,ra.tura Classificago
variante silico médica ACMG
p.(GIn22%*) L. o
ABCG5 C64CST Nonsense F Deletéria (1/1) 0,000045 - 0,000071 Su (2006) Patogénica
p.(Arg389His) . . i Huang D et al
ABCG5 C 1166G>A Missense G Conflitante (2/4) 0,000149 0,000122 (2019) VUS
p.(Arg389Cys) . - i i
ABCG5 C1165C>T Missense G Deletéria (4/4) 0,000020 0,000019 VUS
p.(Phe630fs*8) Pequena - Provavelmente
ABCG5 ¢.1859_1889delT deleciio F Deletéria (1/1) 0,000821 0,000006 patogénica
p.(Trp361*) - Berge KE et al .
ABCGS8 ¢ 1083G>A Nonsense A CH Deletéria (1/1) 0,000937 0,000998 (2000) Patogénica
ABCG8  c.1212-1G>C Sitio de B Deletéria A 0,000032 . i . Provavelmente
splicing patogénica
p.(Arg412*) - Berge KE et al .
ABCGS8 . 1234C>T Nonsense C Deletéria (1/1) 0,000092 0,000090 (2000) Patogénica
p.(Tyr492%) - Hansel B et al Provavelmente
ABCGS8 C 1476T>A Nonsense B,D, E Deletéria (1/1) 0,000036 0,000052 (2014) patogénica
p.(Ser609Thrfs*54) Pequena . i i i i Provavelmente
ABCGS .1826delG delecéo D, H Deleteria (1/1) patogénica

Variantes novas estdo em negrito; a predicdo in silico de todas as variantes nonsense e pequenas delecdes foram classificadas utilizando apenas o programa Mutation Taster; A: variante
presente em sitio de splicing foi predita pelo programa Human Splicing Finder de possuir alteragdo no sitio aceptor; variantes missense foram preditas pelos programas Provean, SIFT,

PolyPhen-2 e Mutation Taster; a presenca de publicacéo cientifica foi pesquisada nos bancos de dados Pubmed, ClinVar e HGMD.
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5.3.1. Andlise familiar
Foi realizado a abertura da familia de 7 Cls, sendo convocado todos 0s parentes
de primeiro grau caso concordem em participar do estudo. Estes foram nomeados de
Familia A a Familia H. Apenas o Cl da Familia H ndo teve a abertura da familia
realizada, impossibilitando a confirmacéo do arranjo. Ao total, foram convocados 26
familiares, sendo 6 familiares positivos para STSL, 18 portadores (heterozigotos) e 2
sem variante a variante presente na familia. Os primers utilizados para sequenciamento

dos familiares podem ser encontrados no Anexo .

As caracteristicas clinicas e bioquimicas dos pacientes com STSL confirmada
estdo representadas na Tabela 10, assim como a dosagem de fitosterol realizada.
Caracteristicas clinicas e bioquimicas adicionais estdo representadas no Anexo B. Os

heredogramas das familias estao representados na Figura 9.



Tabela 10 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas de todos os homozigotos ou heterozigoto compostos

36

Historico DAC manifestaou  Ateromatose LDL-C . Alteragéo
. Idade familiar Xantoma/Xantelasma subclinica carotidea mg/dL p-Sitosterol - Campesterol Hematold
Paciente deDAC p Idade  Presenca Idade Presenca ldade Atual Hg/mL Hg/mL ica
resenca a c c ! 0 g
A-11:1* 25 Nao Sim/Nao 5 Sim/mfst 25 Sim 23 9312 93t 352 214,430 49,650 Nao
A-11:3 39 Nao Sim/Néo 10 Sim/mfst 32 Sim 36 15712 5812  250(2) 243,140 51,57@ Sim
B-11:2* 43 Sim Yes/Yes 38 Sim/subclin 40 - - 19642 932 19612 107,332 18,0742 Sim
C-11:1* 28 Nao N&ao/Néao - Sim/mfst 20 Sim 25 5713 573 2030 263,930 51,910 Sim
D-IlI:2* 11 Nao Nao/Nao - Nao - - - 13742 9502 4620 136,012 18,4502 Sim
D-11:1 3 Nao Sim/Néo 3 Nao - - - 2510 2110 2510 429,900 68,940 Sim
E-11:3* 45 Sim N&o/Néao - Sim/mfst 40 Sim 44 10142 8432 2951 78,120 16,120 Sim
E-11:2 44 Sim N&o/N3o - Sim/mfst 40 - - 882 5642 2150 181,67W 50,06® Sim
F-11:1* 48 Sim Yes/Yes - Sim/subclin 40 Sim 45 10324 902 52129 53,410:24) 11,290:24) Sim
G-11:3* 46 N&o Sim/N&o - Sim/mfst 31 - - 89w 89® 2230 74,530 16,680 Sim
G-llI:1 49 Nao Sim/Néo - Sim/mfst 42 - - 1224 1224 1224 46,884 9,674 -
G-II:2 51 Nao No/Yes - Sim/mfst 49 - - 126®) 108®  126® 122,83® 26,420) Nao
G-I:1 78 Néo Nao/Néao - Sim/mfst 45 - - 1070 84 1720 132,010 26,810 Sim
H-11:1* 11 Nao Sim/Néo 7 Nao - - - 974 974 378G4 - - -

*: Caso-indice; -: auséncia de informacéo; Alteracdes hematoldgicas séo definidas como tendo trombocitopenia, macrotrombocitopenia, anemia e/ou alteracdo da morfologia do eritrdcito;
mfst: manifesta; subclin: subclinica; 0: basal; 1: atorvastatina; 2: ezetimiba; 3: rosuvastatina; 4: colestiramina. N&o foi considerado como histérico familiar de DAC positivo se somente 0s

membros com DAC forem familiares com STSL confirmada de forma genética.
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Figura 9 - Heredograma das familias A & H de Sitosterolemia.

Heredograma das familias em que foram encontradas alteragdes genéticas patogénica ou provavelmente
patogénica. Idade em anos, TC e LDL-C em mg/dL e sdo referentes aos exames no recrutamento. B: -
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53.1.1. FamiliaA

A familia A é portadora da variante p.(Trp361*) no gene ABCG8 (Figura 9A). O

CI (11:1) é um homozigoto para esta variante, de 25 anos de idade. Ele possuia xantomas
nos joelhos e cotovelos desde os 5 anos, iniciou tratamento hipolipemiante (ezetimiba)
desde os 16 anos, tinha DCVA subclinica desde os 20 anos e teve o primeiro infarto do
miocéardio aos 25 anos. Seu irmao também homozigoto para esta variante (11 :3) tinha 39
anos, apresentou xantomas desde os 10 anos de idade, iniciou terapia hipolipemiante
(atorvastatina) aos 18 anos e teve IAM aos 32 anos. Seus pais (I:1 e I: 2) sdo primos de

primeiro grau, cada um deles portando a variante p.(Trp361*) em heterozigose.

53.1.2. FamiliaB

A familia B é portadora das variantes ¢.1212-1G>C e p.(Tyr492*) no gene
ABCGS8 (Figura 9B). O CI (11:2) era uma mulher de 43 anos que carregava ambas as
variantes. Apresentava xantelasma bilateral, bem como xantomas nos tend@es e regido
infrapatelar desde os 38 anos. Iniciou tratamento hipolipemiante (sinvastatina) aos 35
anos e, aos 40, realizou angiotomografia computadorizada, que revelou escore de célcio
coronariano (CAC) de 111 unidades Agatston (> 90° percentil para idade e sexo). Seu
irmado (I:6) ndo fez o teste genético, mas foi diagnosticado com anemia
hipoproliferativa aos 31 anos e foi submetido a um transplante de medula 6ssea. Cinco
anos depois, aos 36 anos, ele faleceu devido a IAM. O rastreamento em sua mée (1:2)
confirmou a presenga de uma variante, a ¢.1212-1G>C. O pai (I:1) tinha histérico de
dislipidemia, teve infarto do miocardio aos 55 anos, sofreu acidente vascular cerebral e

faleceu aos 67 anos.

53.1.3. FamiliaC
A familia C é portadora das variantes p.(Trp361*) e p.(Arg412*) no gene ABCG8
(Figura 9C). O IC (lI:1) era portadora de ambas as variantes. Ela tinha 28 anos e iniciou

terapia hipolipemiante (ezetimiba) aos 20 anos, apds apresentar angina instavel e
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realizar cineangiocoronariografia, que revelou aterosclerose coronariana triarterial. O
pai (I:1) tinha 51 anos e apresentava 258 mg/dL de CT e 169 mg/dL de LDL-C com 20
mg de rosuvastatina; a mae (1:2) tinha 47 anos e apresentava 230 mg/dL de CT e 138

mg/dL de LDL-C sem uso de medicacéo.

53.1.4. FamiliaD
A familia D é portadora das variantes p.(Tyr492*) e p.(Ser609Thrfs*54) no gene
ABCGS8 (Figura 9D). A IC (11:2) era uma menina de 11 anos que comecgou a apresentar
xantomas aos 3 anos (Figura 10B), teve dislipidemia identificada aos 6 anos e iniciou a
terapia hipolipemiante um ano mais tarde. Seu irmdo de 3 anos (ll:1) também era
portador das duas variantes e apresentava hipercolesterolemia desde os 2 anos (LDL-C:
251 mg/dL; junho/2019). Seu pai (I:1) era portador da variante p.(Tyr492*) e sua mae

(I:2) era portadora da variante p.(Ser609Thrfs*54), ambos em heterozigose.

5.3.15. FamiliaE

A familia E é portadora da variante p.(Tyr492*) no gene ABCG8 (Figura 9E). O
Cl homozigoto (I1:3) era um homem de 45 anos. Ndo apresentava xantomas ou
xantelasmas, mas tinha historia de dois infartos do miocardio aos 40 e 43 anos. Sua
irma, também HMZ (11:2), tinha 44 anos e teve um infarto do miocardio aos 40 anos.
Sua angiotomografia computadorizada da coronariana mais recente (dezembro/2019)
mostrou estenose uniarterial e a decisdo médica foi por tratamento clinico inicialmente.
Seus pais eram primos em primeiro grau, e a heterozigose foi confirmada em sua mae

(I:2), mas a informacao sobre seu pai (I:1) ndo estava disponivel.

53.1.6. FamiliaF
A familia F era portadora das variantes p.(GIn22*) e p.(Phe630fs*8) no gene
ABCGS5 (Figura 9F) para STSL, juntamente com a p.(Gly504Val), uma VUS para HF
no gene PCSK9. A CI (II:1) era uma mulher de 48 anos, portadora de xantelasmas

bilaterais e xantomas nas méos (Figura 10A). A andlise familiar mostrou que as duas
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variantes nulas em ABCG5 estavam em trans. Iniciou a terapia hipolipemiante aos 40
anos e a angiotomografia de coronérias revelou estenose de dois vasos e escore CAC de
114 unidades Agatston (percentil 99° para idade e sexo). A mae (1:2) era portadora das
variantes VUS e p.(GIn22*), seu CT e LDL-C sdo respectivamente 154 mg/dL e 84

mg/dL com 20 mg de sinvastatina.

53.1.7. FamiliaG

A familia G é portadora das variantes p.(Arg389His) e p.(Arg389Cys) no gene
ABCG5 (Figura 9G). Essas variantes estdo no mesmo aminoacido 389 e foram
confirmadas como trans através da analise dos reads no programa IGV (Anexo C). O IC
(11:3) era um homem de 46 anos que apresentava xantomas tendinosos bilaterais, teve
dois infartos do miocardio, o primeiro aos 31 anos, dando inicio a terapia
hipolipemiante. Sua irma (11:1) tinha 49 anos, também apresentava ambas as variantes
em trans e exibia xantomas tendinosos bilaterais. Teve o diagnéstico de
hipercolesterolemia aos 42 anos e comecou a usar estatinas desde entdo. Aos 45 anos,
teve o diagndstico de estenose coronaria triarterial (> 70% de obstrugdo), sendo
submetida a angioplastia com colocacgédo de 3 stents coronarianos. Seu irméo (11:2) tinha
51 anos e também apresentava ambas as variantes em trans; ele teve xantelasma e
iniciou terapia hipolipemiante apo6s seu primeiro infarto do miocardio aos 49 anos. O
pai do CI (I:1) tinha 78 anos e teve um infarto do miocardio aos 45 anos seguido de
angioplastia coronariana e colocacgédo de 4 stents na artéria coronaria. O sequenciamento
Sanger deste paciente revelou a presenca da variante p.(Arg389His) em HMZ,
confirmando assim a STSL. A dosagem de fitoesterdis revelou que todos os membros
da familia apresentaram niveis extremamente elevados de B-sitosterol e campesterol em

relacdo aos valores de referéncia.
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53.1.8. FamiliaH

A familia H é portadora das variantes p.(Trp361*) e p.(Ser609Thrfs*54) no gene
ABCGS8, mas ndo foi possivel expandir o rastreamento familiar (Figura 9H). O CI (l1:1)
era uma menina de 11 anos com grandes xantomas em ambos os cotovelos e menos
extensos na regido interglutea e abdominal (Figura 10C-1). Seu CT foi de 473 mg/dL e
LDL-C foi de 378 mg/dL sem medicamentos, e ap06s tratamento com 10 mg de
rosuvastatina e 10 mg de ezetimiba, em combinagdo com uma dieta restritiva de
fitoesterois, seu CT caiu para 157 mg/dL e LDL-C a 97 mg/dL. N&o foi observada
regressdo no tamanho dos xantomas ap0s 6 meses de tratamento (Figura 10C-I1), mas
apos 1 ano, eles regrediram conforme observado na Figura 10C-I11. Ela ndo tem historia

familiar de hipercolesterolemia, e sua mée e seu meio-irmao sdo normolipidémicos.
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Figura 10 - Sinais clinicos de alguns pacientes com STSL.
(A) Xantelasma bilateral do CI 1I:1 da familia F, (B) Xantoma na regido peri-umbilical (1) e regido posterior da axila (1), respectivamente, do familiar I1:1 da familia
D, (C) Xantoma em cotovelo antes do tratamento (1), apds 6 meses de tratamento (I1) e ap6s 1 ano de tratamento (I11), respectivamente, do CI 11:1 da familia H.
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5.3.1. Analise de variantes em heterozigose - genes ABCG5/ABCG8

Com o intuito de avaliar também a frequéncia de variantes de perda de fungdo em
heterozigose, em nossa coorte, realizamos o rastreamento tanto em Cls HF negativos
(n=265) quanto em HF positivos (n=147). Foi possivel identificar 4 portadores (1,5%)
entre os HF negativos e 2 portadores (1,4%) entre os HF positivos. As caracteristicas
clinicas e laboratoriais destes portadores estdo representados no Anexo D, e as variantes
identificadas estdo representadas no Anexo E. A frequéncia desses portadores foi entdo
comparada com a frequéncia de variantes de perda de funcdo do UK Biobank, banco de
dados composto por 200.643 exomas. Foi utilizado os mesmos critérios de classificacao
de variantes e foi observado 332 portadores ao total, sendo 190 no gene ABCG5 e 142
no gene ABCG8 (Anexo F). Ndo foi observado a presenca de homozigotos ou

heterozigoto composto.
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6. Discussao

6.1. Gene APOE

Foi analisado o gene APOE de 505 Cls sequenciados pela metodologia ION
Torrent e 265 Cls sequenciados pela metodologia Illumina, totalizando 770 Cls. Destes,
foram identificadas variantes VUS em 7 pacientes, ou seja, em 0,91% dos casos. Um
namero menor em relacdo ao que foi encontrado pelo estudo realizado por Wintjens et
al (2016)%, que identificou variante em 1,3% da sua coorte negativa para os genes
candnicos da HF. Porém, o critério de inclusdo utilizado neste estudo (n=229) foi ter a
classificacdo do Dutch Lipid Clinic Network como “definitivo” (46%), “provavel”
(34%) e “possivel” (20%), sendo a maioria pertencente a classificagdo com maior

pontuacéo, fato que poderia contribuir para um maior achado de variantes neste gene.

Um estudo realizado por Khalil et al®, realizaram o rastreamento de variantes
raras no gene APOE em uma coorte de 5743 Cls que possuiam diagndstico de HF ou
Hiperlipidemia Familiar Combinada, e identificaram 31 variantes distintas em 76 Cls
totais, tendo uma frequéncia de 1,3%, mesma encontrada por Wintjens et al. Neste
estudo também foi realizado o calculo do escore poligénico, sendo possivel constatar
que os portadores de variantes raras no gene APOE classificadas como patogénica ou
provavelmente patogénica possuiam um escore menor do gque aqueles que possuiam
apenas variantes classificadas como benigna, sugerindo que a hipercolesterolemia
poligénica, nos casos em que foram encontradas variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas, ndo eram a causa da hipercolesterolemia nesses

portadores®,

Dentre as variantes encontradas, duas ja foram reportadas na literatura médica,
porém nenhuma delas foi relacionada a hipercolesterolemia ou a HF, mas sim para a
doenca de Alzheimer ou Hipertrigliceridemia. Ja a variante p.(Leul67del), primeira

variante associada a HF no gene APOE, n&o foi identificada em nossa coorte.
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A variante p.(Trp294Cys) foi predita como deletéria pelos 4 algoritmos de
predicdo utilizados na anélise, porém teve a presenca de um alelo identificado no banco
de dados ABraOM, apresentando assim, evidéncias discordantes para interpretacdo da

variante.

O namero limitado de familiares convocados assim como a dosagem de colesterol
presente em somente alguns familiares impossibilita uma andlise de co-segregacao
familiar informativa, uma vez que todas essas familias portadoras de variante VUS
encontradas residem fora do estado de Sdo Paulo, impossibilitando a coleta sanguinea

em nossa instituicdo para uma correta avaliacdo clinica e bioquimica.

6.2. Gene STAP1

A variante VUS p.(Pro176Ser) encontrada em dois Cls esta presente em baixa
frequéncia nos bancos de dados populacionais e é considerada como deletéria pelos
quatro algoritmos de predicdo in silico utilizados. Esta variante é a mesma encontrada
por Blanco-Vaca et al, que realizaram a identificacdo em um individuo apos ele sofrer
um IAM aos 55 anos de idade. A analise de bioinformatica realizada por esta equipe
concluiu gque dentre as alteracdes no gene STAP1 reportadas, a variante p.(Pro176Ser)
era considerada a mais deletéria em comparacdo com as demais. Porém, ao realizar a
co-segregacdo familiar, identificaram que o fen6tipo ndo era acompanhado do genétipo

na familia analisada, contradizendo a identificacio da causa genética identificada®.

A partir do momento em que o gene STAP1 foi reportado como associado a HF
em 2017, gerou um grande interesse pelo estudo deste gene. Deste modo, o gene STAP1
acabou sendo adicionado em artigos de revisdo fazendo parte da “lista de genes
associados a HF”, sendo entdo incorporado nos painéis genéticos de HF de diversos
laboratdrios, e apesar da incerteza com relacéo a real associacdo deste gene a doenga,
levou a identificacdo de outras variantes raras que acabaram contribuindo com

evidéncias para a casualidade deste gene a HF’3. Por outro lado, incitou uma



42
investigacdo mais ampla, como a realizada por Lamiquiz-Moneo et al em 2019, que
realizaram a identificacdo de 17 variantes raras e a co-segregacdo familiar de 4 delas. A
co-segregacdo foi realizada em 7 familias ao total e incluia inclusive a variante
p.(GIlu97Asp), a primeira associada a HF. A conclus&o deste estudo foi que em todas as
familias em que foi realizado o estudo de co-segregacdo familiar, nenhuma delas
segregava 0 genotipo com o fendtipo, sugerindo que variantes no gene STAP1 ndo
estaria associado com a hipercolesterolemia nas familias analisadas*®. Ja em 2020,
Hegele et al realizaram a compilacédo de diversos estudos envolvendo o gene STAPl e a
HF, de 2014 a 2020, e realizaram uma andlise critica dos trabalhos encontrados, e
concluiram que alguns estudos onde havia andlise familiar, a presenca da variante
encontrada, na maioria das vezes, ndo era acompanhada da hipercolesterolemia, mesmo
com a andlise de bioinforméatica predizendo que as variantes em estudo eram
consideradas deletérias. Assim, concluem que o gene STAP1 ndo esté associado a HF e
que ndo sugerem a analise deste gene em casos suspeitos de HF. No mesmo més da
publicacdo de Hegele et al, Loaiza et al realizaram um estudo com camundongos
knockout para o gene STAP1 e ndo identificaram diferenca nos niveis plasmaticos de
lipideos. Além disso, avaliando a cultura celular de células HepG2, ndo houve diferenca
na expressao do mMRNA do LDLR ou internalizacdo na particula de LDL, concluindo

também que o gene STAP1 ndo seria um gene associado a HF™,

Em nosso estudo, o nimero limitado de familiares recrutados e que possuem
valores de colesterol dosado impossibilita uma analise de co-segregacdo familiar
informativa, uma vez que duas das trés familias residem fora do estado de Sdo Paulo,

impossibilitando uma analise mais detalhada em nosso instituto.

6.3. Genes ABCG5/8
A selecdo dos pacientes classificados como suspeitos de STSL teve uma grande

influéncia na identificacdo de casos positivos (2,64%), uma vez que 6 dos 7 (85,7%) Cls
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pertenciam a este grupo. Além disso, 3 dos 6 (50,0%) Cls do grupo suspeito de STSL e
que positivaram eram pertencentes ao grupo de amostras que haviam sido selecionadas
para novo sequenciamento (inicialmente feito pela metodologia ION Torrent), para
avaliacdo dos genes ABCG5/8. Portanto, o nimero de positivos encontrado nesta coorte

pode ndo ser representativa de um programa genético de rastreamento.

Realizando a comparagdo entre os grupos com STSL confirmada e néo-
confirmada, € possivel observar que os STSL confirmados sdo mais jovens (25 anos vs
48 anos, p=0,023), apresentam uma menor concentracdo de CT e LDL-C atual (162
mg/dL vs 302 mg/dL, p<0,001 e 101 mg/dL vs 223 mg/dL, p<0,001, respectivamente),
exibem um maior nimero de portadores de xantomas e xantelasmas (57% vs 3,6%,
p<0,001 e 43% e 9%, p=0,025, respectivamente) e apresentam uma maior porcentagem
tanto de DAC precoce como de DAC subclinica (40% vs 11,6%, p<0,001 e 40% vs

2,5%, p<0,001, respectivamente; Tabela 8).

Dentre os pacientes com STSL confirmada, 100% dos adultos apresentaram DAC
manifesta ou subclinica, achados que suportam a prévia associacdo da STSL com o alto
risco de aterosclerose®® ™. Por outro lado, Hansel et al identificou a presenca da STSL
em 5 pacientes e ndo encontrou sinais de aterosclerose, mesmo apresentando altas
concentracdes de colesterol e fitosterol, sugerindo a aterosclerose na STSL poderia ser
devido a mecanismos independentes do aumento de fitosterdis. Entretanto, é importante
observar que os 5 pacientes em estudo possuiam entre 11 a 21 anos de idade e foram

diagnosticadas e tratadas precocemente.

Os Cls com STSL confirmada apresentaram uma média de p-sitosterol e
campesterol de 160,3£107,1 e 32,0£19,6 ug/mL, respectivamente, e assim 44 vezes e 18
vezes maior quando comparados com seus familiares heterozigotos (n=11), em que a
média do p-sitosterol e campesterol foi de 3,625 pg/mL e 1,8+1,2 ug/mL,

respectivamente e 123 vezes e 53 vezes maior quando comparado aos controles,
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apresentando uma média de B-sitosterol e campesterol de 1,3 pg/mL e 0,6 ug/mL,
respectivamente (Anexo G). O menor valor de B-sitosterol encontrado (46,88 pg/mL)
foi aproximadamente 3 vezes maior do que o valor utilizado para diagndstico (15
pug/mL) de STSL, reforgando que as variantes encontradas sdo as provaveis causas da

STSL.

Todas as alteracGes encontradas séo consideradas patogénicas ou provavelmente
patogénicas, seguindo os critérios de classificagio do ACMG™, e até o presente
momento, ao total, somente foram reportadas 80 variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas no banco de dados ClinVar, sendo 38 no gene ABCG5 e 42

no gene ABCG8'®.

Além do rastreamento de portadores de variantes em homozigose ou heterozigose
composta em nossa coorte, também realizamos o rastreamento de variantes em
heterozigose (portadores) em nossa coorte. Foi identificado a presenca de 4
heterozigotos (1,5%) entre os Cls HF negativos (n=265) e 2 heterozigotos (1,4%) entre
os Cls HF positivos (n=147). Para a comparacdo da frequéncia alélica encontrada,
utilizamos o banco de dados UK Biobank, banco composto por 200.643 exomas. Foi
utilizado os mesmos critérios de classificacdo de variantes e observado a presenca de
332 portadores heterozigotos, sendo 190 no gene ABCG5 e 142 no gene ABCGS8. O
resultado desta comparacdo mostra que a frequéncia de portadores em nossa coorte é 8,3
vezes mais frequente em nossa coorte do que na populacdo geral (p=0,001), sugerindo
que além do alto nimero de casos de STSL encontrados em nossa coorte, as variantes

em heterozigose podem desempenhar um papel importante na dislipidemia severa.

Em diversos casos onde foi confirmada a STSL, a suspeita de HF era a principal
causa. N&o somente por sua incidéncia que € muito maior do que a incidéncia estimada
da STSL, mas também pelo fendétipo, que se assemelham, como a presenca de

hipercolesterolemia. Na dosagem do colesterol através do método colorimétrico, néo é
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possivel a diferenciacdo entre colesterol e fitosterol, ndo sendo identificado quando ha a
hipercolesterolemia associada com o aumento plasmatico de fitosterdis. No caso da
dosagem de fitosterol, somente a solicitagdo de exames mais especificos, como a GC-

MS, permite a quantificacdo desse esterol.

Desse modo, a inclusdo dos genes de STSL em painel genético para HF se
mostrou eficiente na identificacdo de pacientes sitosterolémicos, e revela que a STSL
pode estar presente em coorte de hipercolesterolémicos, cuja a hipdtese diagnostica
principal ser a HF. Ambas as doengas possuem causas genéticas distintas, porém podem
levar a fenétipos semelhantes, entretanto, o tratamento tanto medicamentoso quanto

nutricional podem ser melhor direcionado, melhorando o progndstico desses pacientes.

A conclusdo da inclusdo dos genes de STSL em painel genético para HF resultou
no aceite do artigo “Rastreamento dos genes ABCG5 e ABCG8 de Sitosterolemia em um
Programa de Rastreamento em Cascata de Hipercolesterolemia Familiar” para

publicacéo e esta disponivel no Apéndice C.
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7. Conclusdes

A andlise dos genes APOE e STAP1 para HF permitiu a identificacdo de 10
pacientes portadores de variante de significado incerto, sendo 7 no gene APOE e 3 no
gene STAP1. O gene APOE parece contribuir significativamente em casos de HF e deve
continuar sendo investigada em casos de hipercolesterolemia. J& com relacdo ao gene
STAP1, estudos demonstram que os niveis de CT e LDL-C ndo sdo diferentes entre
portadores e ndo-portadores, e a hipercolesterolemia ndo é acompanhada pela presenca
da variante, evidenciando que as variantes no gene STAP1 ndo co-segregam nas familias
analisadas. Além disso, estudos envolvendo modelos animais ndo encontraram
diferenca significativa na expresséao e internalizagdo de particulas de LDL. Desse modo,

0 gene STAP1 parece ndo estar associado a Hipercolesterolemia Familiar.

Através da analise dos genes ABCG5 e ABCG8 foi possivel identificar 9 variantes
distintas, confirmando a STSL em 7 ClIs, e pela analise familiar, foi possivel a
identificacdo de 6 familiares adicionais, totalizando 13 pacientes com STSL. A incluséo
dos genes de STSL no painel genético do programa de rastreamento genético em
cascata de HF permitiu o preciso diagnéstico em um ndmero substancial de pacientes,

evidenciando a importancia da inclusdo dos genes de STSL.

A utilizacdo dos critérios da ACMG permitiu a andlise sistematica das variantes
raras encontradas, e a co-segregacdo familiar tem permitido a melhor interpretacdo do

papel da variante na familia.
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8. Sugestdo para trabalhos futuros

Realizar a anélise de co-segregacdo familiar de variantes VUS no gene APOE em
um numero maior de portadores para avaliar o padrdo de segregacdo da variante.

Realizar a dosagem de colesterol e avaliacdo clinica para investigacdo de aterosclerose.

Realizar o follow-up de pacientes com STSL confirmada afim de avaliar a

evolucdo clinica desses pacientes.



Q. Anexos

9.1. Anexo A

Primers utilizados para a amplificacdo por PCR
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Gene Exon Variante Forward Reverse Tamanho
ABCGb5 1 p.(GIn22*) 5’-CTCCCCAACTGAAGCCACT-3’ 5’-GTGAAGAAAGGCAGCAGAGG-3’ 293bp
ABCG5 13 p.(Phe630fs*8) 5’-GCGCTTGGTAAATACTTGTTGA-3’ 5’-TGGCACTCTCATTTCAGACG-3’ 348bp
ABCGS8 7 p.(Trp361%*) 5’>-AAGTGCATCGCTACCCTTGT-3’ 5’>-GGTGTCATCCAGGCAGAAGT-3’ 261bp

p.(Argd12*),
ABCGS8 9 p.(Arg389His), 5’-TAGCCATCCCCCAATAACAA-3’ 5’>-TTACAGCTGGAGAAGGGAGGT-3’ 328bp
p.(Arg389Cys)
ABCGS8 10 p.(Tyr492*) 5’-GCCCTGACAGACCTCACATT-3’ 5’-CCCACTAGCTCCATGACTCC-3’ 290bp
ABCG8 2 c.1212-1 G>C 5’-GGGCACAGGTAGGATCAATG-3’ 5>-TCAAACCTGTGGCTTTCTTGT-3’ 309bp
ABCG8 12 p.(Ser609Thrfs*54) 5’-TGGTAGGACTATTGCCAGAGC-3*  5’-CCTCCAAGAAATTGCTTCCTC-3’ 232bp




9.2. Anexo B

Caracteristicas clinicas e bioquimicas adicionais
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Zigosidade/ TCP/ Alteracao
Individuo  Tipo de Lp(a) mg/dL  ApoAlg/L ApoBg/L Escore CAC MTCP/  morfoldgica do
variante anemia  eritrocito
A-ll:1* HMZ/oa 11,80 1,40 1,58 -/-1- -
A-11:3 HMZ/oo 3,59 . 1,21 . +/-/- -
B-11:2* CHT/ap 104,00 1,52 1,20 111,56 +/-1+ -
C-ll:1*  CHT/aa 44+ Anisocitose
Policromasia
D-11:2* CHT/ay -/-1+ Microcitose
D-1I:11 CHT/ay -/-1- -
E-I:3*  HMZoa 411 0,95 44 ANISOCHOSE
E-11:2 HMZ/aa 44/ Anisocitose
Policromasia
F-Il1%  CHT/y 246 2,22 114,00 - Anisocitose
G-11:3* CHT/35 +/-/- -
G-1I:1 CHT/60 A
G-11:2 CHT/35 -/-1- -
G-1:1 HMZ/ 66 +/-/- -
H-11:1* Jay : -/-1- -

* Caso indice. HMZ: homozigoto. HCT: he

terozigoto compost em trans; a: nonsense; B: sitio de splicing; y: pequena delecdo; &: missense; Lp(a):
lipoprotein(a) (Referéncia: até 30.0 mg/dL); ApoAl: apolipoprotein Al (Referéncia: 1.1-2.05 g/L); ApoB: apolipoprotein B (Referéncia: 0.55-
1.25 g/L); CAC: escore de calcio da artéria coronaria (método Agatston). trago: auséncia da caracteristica. ponto: sem informagéo. TCP:
trombocitopenia; MTCP: macrotrombocitopenia.
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9.1. Anexo C

72bp
44.051 200 bp 44.051.210 bp 44.051.220 bp

]

Codon 389 - ABCGS

rca 6 A 7T T CT G A A G G A GJA C G)JC 6 T A A T C A C T G C C A G C

Presenca das variantes p.(Arg389His) e p.(Arg389Cys) no gene ABCG5 encontradas no
aminoacido 389 em reads separados, confirmando a presenca da heterozigose composta
em trans.
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9.2. Anexo D

Table | — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos portadores de variantes de perda de funcdo nos genes ABCG5/ABCG8

Histori Xantoma/ Ma;)nilfegt oIr LDL-C Altera
Indi co subclinica coes
1 Xantelasma mg/dL B- Campester
vidu - Ida  Famili ASCVD _ CAC  hemat
po de ar de Sitosterol ol .
0 Idad Ida . ng/mL Hg/mL GSCOTe  ologica
DAC  Ppresenca o Presenca  ° Atual  Menor Maior S
| HF negativo 45 Sim  N3o/Ndo - Sim/mfst 44 360©@ 360© 360 © 4.940) 1.020© - -
J HF negativo 31 Nido  N&o/Ndo - N&o - 1149 1140 2590) - - 0 No
K  HF negativo 39 Sim  N&o/Nio - N&o - 2540 2540 2540 - - - -
HF negativo 54 Sim  N3o/Ndo -  Sim/subcli - 1.76 0.86W 457
- n 1840 1200 23802 No
M HF positivo* 13 - N&o/Ndo - Néo - - - - ]
p.(Asp.221Gly) 239@ 2390 2390
N HF positivo* 29 N&o No/No - Néo - - - - )
¢.-135>G 216@  216@ 280

As alteragbes hematoldgicas consistem na presenca de trombocitopenia, macrotrombocitopenia, anemia e/ou pela presenga de alteragcdo da morfologia eritrocitaria. Mfst: manifesta. Subclin: subclinica. 0:
baseline; 1: atorvastatina; 2: ezetimiba. CAC escore: escore de calcio de artéria coronaria (método Agatston). Nenhum desses Cls tiveram ultrassom abdominal ou de cardtidas realizada. *: portador de
variante patogénica ou provavelmente patogénica.



9.3. Anexo E

Table 1l — Variantes encontradas nos genes ABCG5 e ABCG8 em heterozigose
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. Tipo de _ Predicao . Literatura Critério Classificacdo
Gene Variante variante Individuo insilico 9"°MAD  ABraOM - Kaviar .4 ACMG ACMG
p.(GIn22%) I, M _ PVSL, |
ABCG5 7' Nonsense Deletéria  0,00004456 - 0,000071 Su (2006) PP5, Patogénica
c.64C>T
PM2
(Trp361* ) Berge KE  PVS],
ABcgg PP Nonsense N Deletéria  0,0009374 - 0,000998 et al PP4, Patogénica
c.1083G>A
(2000) PP5
K . PVS1
p.(Arg446¥) : i ] Mannucci ’ -
ABCG5 c1166G>A Missense Deletéria  0,0001702 0,000129 L (2007) EI;/?Z Patogénica
p.(Phe630Leufs*8) Pequena J - i PVS1, Provavelmente
ABCG5 c.1890delT delecio Deletéria 0,00001995 0,000821 0,000006 PM2 patogénica
L PVS1
* ’
ABCG8 p.(Tyr6587) Nonsense Deletéria 0,00002475 - 0,000019 - PP5, Patogénica
c.1974C>G PM2

Variantes novas estdo em negrito. Predicdo in silico de todas as alteracfes nonsense ou frameshift foram feitas utilizando o programa Mutation Taster.
Variantes missenses foram preditas utilizando os programas Provean, SIFT, PolyPhen-2 e Mutation Taster. A presenca de publicacdes cientificas foram
pesquisadas nos banco de dados Pubmed, ClinVar, LOVD e HGMD.



9.4. Anexo F

Table 111 — Variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas encontradas no banco de dados UK Biobank
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Ne de

Tipo de

Gene Variante - Predicéo in silico ABraOM Literatura médica Critério ACMG Classificagdo ACMG
portadores variante
Provavelmente
ABCG8 p.(Thrl6Leufs*76) c.45delC 3 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG8 p.(Tyr54*) c.162C>A 1 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(Argl9*) c.55A>T 10 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG8 p.(Trp64*) c.192G>A 1 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(Tyrd5%) ¢.135C>G 6 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG8 p.(Lys94*) c.280A>T 2 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(Trp54Leufs*144) c.159dupC 1 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCGS8 p.(GIn99Argfs*6) c.294delG Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
ABCGS8 p.(Ser107*) ¢.320C>G Nonsense Deletéria - ClinVar VCV000039520 PVS1 PM2 PP5  Patogénica
ABCGS8 p.(Argl21*) c.361C>T Nonsense Deletéria - PubMed 11452359 PVS1 PM2PP5 Patogénica
Provavelmente
ABCG8 p.(GIn137Serfs*8) c.408delG 2 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCGS8 p.(GIn156%*) c.466C>T 3 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(GIn63*) c.187C>T Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
ABCG8 p.(Argl64*) c.490C>T Nonsense Deletéria 0.000821 PubMed 11452359 PVS1 PM2PP5 Patogénica
Provavelmente
ABCGS p.(Glu217%*) c.649G>T 1 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(Trp64*) c.192G>A 1 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente
ABCG5 p.(Tyr75%) ¢.225C>G 10 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica



ABCG5

ABCG8

ABCG8

ABCG8
ABCGS8
ABCGS8
ABCG5

ABCGS8

ABCGS8

ABCG8
ABCG5

ABCG5

ABCG8

ABCG8

ABCG5

ABCGS8
ABCG8

ABCG5
ABCG8

ABCG5

ABCGS8

ABCG5

p.(Ser88*) c.263C>A
p.(Ser268Profs*18) ¢.801delC
p.(GIn271*) ¢.811C>T

p.(11e292Serfs*3) ¢.873delC
p.(GIn302*) ¢.904C>T
p.(Val322Met) c.964G>A
p.(Gly89Ser) c.265G>A

p.(GIn343*) ¢.1027C>T

p.(Ala346Glyfs*10) ¢.1036dupG

p.(Ser376Thr) ¢.1127G>C
p.(Gly89Ala) c.266G>C

p.(Alal06Glyfs*91) ¢.317_318delCG

p.(Pro387Leufs*14)
€.1160_1166delCGAGTCC

p.(Arg404Ser) c.1210C>A
p.(Thr108Profs*8) c.321delG

p.(Arg404His) ¢.1211G>A
p.(Arg404Leu) c.1211G>T

p.(Glul12Argfs*4) c.334delG
p.(Arg405Cys) ¢.1213C>T
p.(Alal19Profs*80)
.351_354dupCCGG
p.(GIn406*) c.1216C>T

p.(Leul38Cysfs*2) c.412delC

12

Nonsense

Frameshift

Nonsense

Frameshift
Nonsense
Missense
Missense

Nonsense

Frameshift

Missense
Missense

Frameshift

Frameshift

Missense

Frameshift

Missense
Missense

Frameshift
Missense

Frameshift

Nonsense

Frameshift

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Tolerado
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Tolerado

Deletéria

Tolerado
Deletéria

Deletéria
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Clinvar VCV000972743

ClinVar VCV000336054

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2 PP5
PVS1 PM2 PP3
PVS1 PM2 PP3

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2 BP4
PVS1 PM2 PP3

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP3

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP3

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
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ABCGS8
ABCG5
ABCG5

ABCG5
ABCG8

ABCG5

ABCG5

ABCGS8

ABCG5

ABCG5
ABCG5

ABCG5

ABCG8

ABCG8
ABCG5

ABCG8

ABCG5

ABCG5

ABCG5

ABCG8

ABCG8
ABCG5

p.(Ser428*) ¢.1283C>G
p.(Glul46*) c.436G>T
p.(Lys167Met) c.500A>T

p.(Argl83*) c.547C>T
p.(GIn442*) ¢.1324C>T

p.(Gly192Alafs*35) c.575delG
p.(11e193Hisfs*5) ¢.575dupG
p.(Cys471Phe) ¢.1412G>T
p.(Arg200Profs*13) ¢.596dupG

p.(Lys212Glu) c.634A>G
p.(GIn251%) ¢.751C>T

p.(Lys320*) c.958A>T
p.(Ser473*) c.1418C>A

p.(Tyrd79*) c.1437C>G
p.(Tyr329*) c.987C>A

p.(Leud82Trpfs*40) c.1444delC
p.(Gly369Valfs*4) c.1106delG
p.(Val380*) c.1138delG
p.(Leu401Phefs*94)
€.1201_1202delCT
p.(Tyrd87Thrfs*35) c.1458delG

p.(Pro491Serfs*111) ¢.1469dupG
p.(Arg408*) ¢.1222C>T

11

Nonsense
Nonsense
Missense

Nonsense
Nonsense

Frameshift

Frameshift

Missense

Frameshift

Missense

Nonsense

Nonsense

Nonsense

Nonsense

Nonsense

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Nonsense

Deletéria
Deletéria
Deletéria

Deletéria
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Tolerado

Deletéria

Tolerado
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria
Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria

Deletéria
Deletéria

PubMed 16029460

PubMed 17228349

ClinvVar VCV001163707
Clinvar VCV001120119

PubMed 20521169

ClinVar VCV000004976

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP5
PVS1 PM2 PP3

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP5

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2 BP4

PVS1 PM2

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP5

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP5

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2

PVS1 PM2
PVS1 PM2 PP5

Provavelmente
patogénica

Patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica
Provavelmente
patogénica

Patogénica
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ABCG5 p.(Tyrd58*) ¢.1374C>G Nonsense Deletéria - ClinVar VCV000808732 PVS1 PM2 PP5  Patogénica

ABCG8 p.(Tyrd92*) c.1476 T>A Nonsense Deletéria - PubMed 24657386 PVS1 PM2PP5 Patogénica

ABCG8 p.(Lys496Met) c.1487A>T Missense Deletéria - - PVS1 PM2 PP3  Patogénica
Provavelmente

ABCG8 p.(Arg522Serfs*56) ¢.1566delG 2 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(GIn459%*) ¢.1375C>T 2 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica

ABCG5 p.(Trp488Arg) ¢.1462T>C Missense Deletéria - - PVS1 PM2 PP3 Patogénica

ABCG5 p.(Arg498*) ¢.1492C>T Nonsense Deletéria - ClinVar VCV000500318 PVS1 PM2PP5 Patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(His510Profs*5) ¢.1528dupC 6 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(Gly545Aspfs*32) c.1634delG 2 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(Glu610Glyfs*13) ¢.1829del A 1 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(Ser629*) c.1886C>G 51 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG8 p.(GIn526%*) c.1576C>T 1 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(Phe630Leufs*8) ¢.1890delT Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica

ABCGS8 p.(Trp536*) ¢.1608G>A Nonsense Deletéria - ClinVar VCV000499930 PVS1 PM2 PP5  Patogénica
Provavelmente

ABCGS8 p.(Trp584*) c.1752G>A 11 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
p.(Tyr613Phefs*51) Provavelmente

ABCGS8 c.1836_1837dupTT 1 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCGS8 p.(Lys628*) c.1882A>T 2 Nonsense Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(His647Leufs*22) c.1940delA 1 Frameshift Tolerado - - PVS1 PM2 patogénica
p.(Ser670Argfs*60) Provavelmente

ABCG8 €.2010_2014delTCAAG 1 Frameshift Deletéria - - PVS1 PM2 patogénica
Provavelmente

ABCG5 p.(*652Lysext*1) ¢.1954T>A 1 Frameshift Tolerado - - PVS1 PM2 patogénica
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Predicdo in silico de todas as altera¢cdes nonsense ou frameshift foram feitas utilizando o programa Mutation Taster. Variantes missenses foram preditas

utilizando os programas Provean, SIFT, PolyPhen-2 e Mutation Taster. A presenca de publica¢es cientificas foram pesquisadas nos banco de dados

Pubmed, ClinVar, LOVD e HGMD.
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9.5. Anexo G
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1 L]
Familiares ETEL Controles

Grupo

Distribuicdo dos esterdis de acordo com o genoétipo. Familiares: todos heterozigotos.
STSL: homozigotos ou heterozigoto composto em trans. Controles: pool controle com 6
individuos saudaveis, sem hipercolesterolemia ou qualquer outra doenca conhecida. O
grupo STSL apresentou um aumento significativo das concentragdes de sitosterol e
campesterol quando comparado com seus familiares e controles (p<0,01). Latosterol e
demonsterol ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos. u
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11. Apéndices

11.1. Apéndice A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I. Dados da pesquisa:

Titulo da pesquisa : Programa Genético de Rastreamento Ativo de Hipercolesterolemia Familiar no Brasil

Pesquisador principal : Prof. José Eduardo Krieger

Pesquisador Executante: Dr. Alexandre da Costa Pereira

Coordenadora: Cinthia Elim Jannes Lepski

Departamento/Instituto: Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular - Instituto do Coragdo — Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - HCFMUSP

De acordo com a resolugdo 466/2012 os seguintes contetidos devem fazer parte das explicagdes sobre a pesquisa.

1l. Descricao e objetivo da pesquisa:

Vocé é convidado a participar de um estudo de rastreamento genético em cascata para hipercolesterolemia
familiar. Sera efetuada coleta de sangue ou saliva para posterior analise do seu DNA para verificagio da
presenga ou auséncia de alteracdo genética correlacionada com hipercolesterolemia familiar. Quando o
resultado ficar pronto entraremos em contato com o(a) senhor(a) para entregarmos o laudo. Caso a alteragao
seja encontrada, todos seus familiares serdo convocados para coleta e da mesma forma, faremos a busca da
alteragdo no DNA deles.

Rubrica sujeito da pesquisa ou responsavel:
Rubrica responsavel pelo projeto:
TCLE 32 versdao de 05/05/2016
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1l. Procedimentos que serdo realizados e métodos que serao empregados:

A obtengdo de DNA do paciente poderd ser realizada de trés formas:
Coleta de sangue

- Ndo é necessario estar em jejum

- Sera efetuada coleta de 8 mL de sangue em tubo com EDTA e 10 mL de sangue em tubo sem anticoagulante. A
coleta deve seguir todas as normas de higiene e seguranca estabelecidas para este fim e sera efetuada por

profissionais enfermeiros treinados e participantes do projeto.

Coleta de saliva:

- Ndo é necessario estar de jejum

- A coleta de 2 ml de saliva sera realizada em tubo especifico contendo liquido estabilizador. As instrugdes de

coleta a serem realizadas pelo paciente serdao enviados juntamente com o Kit de coleta.

Coleta de sangue em papel filtro:

- Ndo é necessario estar de jejum

- Coleta de 4 gotas de sangue em papel filtro FTA apds perfuragdo do dedo com lanceta especifica apds
esterilizagdo com alcool 70%. As instrucdes de coleta a serem realizadas pelo paciente serdo enviados

juntamente com o Kit de coleta.

IV. Riscos e beneficios esperados:

Riscos: Risco minimo.

Beneficios esperados para o participante: realizacdao de teste genético para Hipercolesterolemioa Familiar,
ajudando assim no diagndstico e tratamento da doenca.

Rubrica sujeito da pesquisa ou responsavel:
Rubrica responsavel pelo projeto:
TCLE 32 versao de 05/05/2016
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V. Esclarecimentos dados pelo pesquisador sobre garantias do sujeito da pesquisa consignado

1 Estas informagbes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntdria neste estudo, que visa

identificar pessoas com alteragdo genética causadora de hipercolesterolemia familiar;

2 Vocé pode, a qualquer momento, fazer a retirada do consentimento, ou seja, vocé pode desistir do
estudo em qualquer momento sem que haja qualquer prejuizo.

3 Direito de confidencialidade: para manter sua privacidade, sera fornecido um niimero de registro a sua
amostra. Dessa forma, seu nome sera mantido no mais absoluto sigilo e ndo sera divulgado em nenhum
momento da pesquisa. Esses dados estardo apenas disponiveis ao coordenador do projeto.

4  Os participantes serdo beneficiados por terem a identificagdo ou ndo de uma alteracdo genética e
poderdo auxiliar e beneficiar os familiares, que muitas vezes ndo sabem que possuem a doenga e estdo
sem acompanhamento médico. Encaminharemos os individuos que apresentarem alteragbes nos exames
coletados para tratamento e acompanhamento no sistema publico de satde da sua regido. Vocé ndo tera
nenhuma despesa proveniente da participacdo nesse estudo, mas também ndo tera nenhum ganho
material.

5 Os pacientes que concordarem em participar do projeto deverdo assinar o termo de consentimento livre
e esclarecido.

6 Vocé assinara as duas vias do termo de consentimento livre esclarecido de igual teor e recebera por
direito uma das vias para controle pessoal.

7 Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Prof. José Eduardo Krieger que podera
ser encontrado no endereco Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, n° 44, andar AB. Telefone: 11 2661-5579. Se
o Sr.(a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel:(11)2661-7585/ (11)2661 1548
(11)2661 1549 FAX: 2661-6442— E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

8 [ garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

9 Direito de confidencialidade — As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;

10 Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos,
ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 Despesas e compensagoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Rubrica sujeito da pesquisa ou responsavel:

Rubrica responsavel pelo projeto:
TCLE 32 versao de 05/05/2016
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4

12 O material coletado sera processado e armazenado em banco/repositério do InCor. O mesmo sera
utilizado para sequenciamento de DNA e identificagdo da presenca de mutacdo e dosagem dos niveis de
colesterdis. Apds os testes, o DNA sera mantido no banco/repositério para identificagcdes futuras de novas
mutacgOes e para futuros estudos envolvendo este ou outro projeto relacionado a Hipercolesterolemia
Familiar. O material sera mantido no banco/repositério durante os trés anos de vigor do Projeto, mas este
prazo podera ser maior caso o Projeto seja renovado.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Prof. José Eduardo Krieger ou Dra. Cinthia Elim Jannes ou as enfermeiras do programa sobre a
minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [/

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

(Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [/
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DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2:.......cccccuevirvcurerueneeneene. SEXO: - MO F 0 DATA NASCIMENTO: .../ /e

NATUREZA (grau de parentesco; tutor; curador etC:) susmaiimiai s s n sy

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:.........cc.cceeeccveccrecnnne.....SEXO: M O F 0 DATA NASCIMENTO: ....../.c.../ e
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Parecer Consubstanciado do CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Programa Genético de Rastreamento Ativoa de Hipercolesterolemia Familiar na
Populacdo Brasileira

Pesquisador: Jose Eduardo Krieger

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versado: 10
CAAE: 00594212.0.1001.0068
Instituigao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: ASSOCIACAQO SAMARITANO
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

DADOS DO PARECER

Apresentagio do Projeto:
Apresentacdo da Emenda:
Emenda referente ao projeto n® CAAE: 00594212.0.1001.0068.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo da emenda:Inclusdo dos subprojetos e respectivos executantes:1- "Analise dos genes STAP1,
APOQE, ABCGS e ABCG8 em pacientes hipercolesterol€micos com diagndstico molecular negativo para os
genes LDLR, APOB e PCSK9" - MAURICIO TERUO TADA:2- "Hipercolesterolemia poligénica: calculo de
escore genético de alelos de risco em pacientes com LDL elevado” - ISABELLA RAMOS LIMA -
OBJETIVOS DOS SUBPROJETOS SUPRACITADOS:Objetivos Subprojeto 1:- Analisar os genes STAP1 e
APOE para a investigagdo de variantes genéticas que possam estar relacionadas a hipercolesterolemia
familiar e analisar os genes ABCGS5 e ABCG8 como diagnastico diferencial para sitosterolemia;

- Verificar se as alteragdes encontradas estdo descritas na literatura meédica e se possuem relagdo com a
hipercolesterolemia familiar.- Investigar se pacientes hipercolesterolémicos com diagnéstico molecular
negativo para HF possuem sitosterolemia, pesquisa feita através da investigacdo de variantes patogénicas
nos genes ABCG5 e ABCGB.

Enderego: Rua Qvidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Municipio: SAD PAULO
Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7583 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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- Avaliar a frequéncia das variantes encontradas através da comparacdo de populacdes controles
disponiveis - Verificar qual isoforma do gene AFOE & mais frequente em pacientes hipercolesterolémicos
brasileiros e comparar com a literatura internacional vigente.- Avaliar a predicdo do efeito de variantes
provavelmente patogénicas na estrutura e fungdo de proteinas, assim como avaliar a conservacdo entre as
espécies utilizando softwares de bioinformatica.Realizar co-segregacdo familiar de variantes provavelmente
patogénicas atraves do sequenciamento dos familiares pela metodologia de Sanger. Objetivos subprojeto 2:
- Analisar 12 SNPs associados ao aumento do LDL-C e realizar célculo de escore genético em pacientes
com ou sem mutagdo associada a HF, visando o diagnaéstico da hipercolesterolemia poligénica- Validar o
escore genético reportado na literatura cientifica em pacientes com diagnéstico clinico de HF previamente
genotipados, comparando-os com um grupo controle - Investigar e comparar a aplicabilidade do escore
genetico para hipercolesterolemia poligénica com 12 ou 6 SNPs.- Avaliar a influéncia dos SNPs
relacionados aos trés principais genes que causam a HF (LDLR, APOB e PCSK9) no escore genético, uma
vez que estes podem estar em desequilibrio de ligacdo com mutacdes ndo identificadas.- Investigar a

influéncia do escore de risco poligénico em pacientes com mutacdo identificada para HF.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e Beneficios dos subprojetos inseridos na presente emenda: Mantidos quando comparados ao
projeto original.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

CONSIDERACOES SOBRE 0S SUBPROJETOS SUBMETIDOS NESTA EMENDA:1- Quanto ao subprojeto
"Analise dos genes STAP1, APOE, ABCGS e ABCGE em pacientes hipercolesterolémicos com diagnostico
molecular negativo para os genes LDLR, APOB e PCSKY", sera analisado o gene APOE em cerca de 500
pacientes ndo relacionados e que possuem diagndstico molecular negativo para os genes LDLR, APOB e
PCSK9. Sera investigado se as variantes genéticas encontradas podem estar relacionadas a HF. Tambem
serdo analisados os genes APOE, STAP1, ABCGS e ABCGE em cerca de 300 pacientes ndo relacionados e
que também possuem diagnostico molecular negativo para os genes LDLR, APOB e PCSK9. Os critérios de
selecdo estdo bem descritos, para ambos os grupos. Quanto ao material bioldgico, o pesquisador informa
que foram captados através do programa de rastreamento genético em cascata de hipercolesteralemia
familiar — Hipercol Brasil, do Laboratario de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do Coracdo de Sdo
Paulo Cluanto ao sequenciamento genetico, a metodologia esta detalhadamente descrita no projeto.2-
Quanto

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403-010
UF: 5P Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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ao subprojeto "Hipercolesterolemia poligénica: calculo de escore genético de alelos de risco em pacientes
com LDL elevado", serdo analisados 600 pacientes previamente consentidos, participantes do programa
Hipercol Brasil. Caso alguma alteracdo patogénica seja identificada, o programa realiza o rastreamento em
cascata nos familiares do individuo com diagndstico molecular de HF. Quanto aos SNPs selecionados,
reportados na literatura, estdo todos descritos na brochura do subprojeto Quanto a metodologia de analise

dos gendtipos esta adequadamente descrita.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

TCLE subprojeto "Analise dos genes STAP1, APOE, ABCGS e ABCGE em pacientes hipercolesterolémicos
com diagnostico molecular negativo para os genes LDLR, APOB e PCSKY9” adequado. TCLE subprojeto
"Hipercolesterolemia poligénica: calculo de escore genetico de alelos de risco em pacientes com LDL

elevado" adequado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Emenda aprovada, sem objecdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupcdo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_144322] 26/09/2019 Aceito
do Projeto 0 E5 pdf 17:41:29
TCLE / Termos de | TCLE_infantil_isabella.doc 26/09/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 17:38:55 | Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_isabella.doc 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 17:38:20 | Santana Martinho

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403-010
UF: SP Municipio: SAOQ PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Justificativa de TCLE_isabella.doc 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Auséncia 17:38:20 | Santana Martinho
Frojeto Detalhado / | Subprojeto_lsabella docx 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 17:38:00 |Santana Martinho
Investigador
Outros ORCAMENTO_lsabella.docx 26/09/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
17-:37:22 | Santana Martinho
Qutros Declaracacdematrlcula_janus_pdf 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
17:36:59 | Santana Martinho
Qutros CRONOGRAMA Isabella.docx 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
17:36:25 | Santana Martinho
Qutros carta_sub_|ISABELA pdf 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
17:36:13 | Santana Martinho
Projeto Detalhado / |SUBPROJETO_MAURICIO doc 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 17-:35:44 | Santana Martinho
Investigador
TCLE/ Termos de |TCLE _MAURICIO INFANTIL.doc 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 17:34:24 | Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
Outros DECL_MATRICULA pdf 26/09/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
17:33:53 | Santana Martinho
Qutros Cronograma_MAURICIO docx 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
17:33:19 | Santana Martinho
Qutros carta_sub_ MAURICIO. pdf 26/09/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
17:32:54 | Santana Martinho
Outros REL_PARCIAL.doc 26/09/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
17:32:24 | Santana Martinho
Projeto Detalhado / |SUBPROJETO_comrigido_19_07_18 doc| 03/09/2018 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura X 08:58:29 |Santana Martinho
Investigador
Parecer Anterior aprovado_HIPERCOL_PB_FARECER_| 12/06/2018 |Elaine Lagonegro Aceito
CONSUBSTANCIADO CEF 66159.pdf 17:19:35 | Santana Martinho
Qutros Carta_de_inclusao_de_subprojeto_2018| 07/03/2018 |Jose Eduardo Krieger] Aceito
02 03 signed. pdf 17:27:12
Projeto Detalhado / |Proj_Hipercol_Pop_Brasileira_versao_3.| 07/03/2018 |Jose Eduardo Kriegel Aceito
Brochura pdf 17:23:17
Investigador
Qutros Formulanio_para_submissao_de _emend| 07/03/2018 |Jose Eduardo Kriegenq Aceito
a_e _brochura_2018 02 03 signed.pdf 17:23:05
Qutros Carta_parceria_unicamp_pdf 07/03/2018 |Jose Eduardo Krieger] Aceito
17:22:06
Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar
Municipio:
(11)2661-7585

UF: 5P
Telefone:

CEP: 05.403-010
SAQ PAULO

Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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COutros Carta_de _emenda_e_inclusao_de pesq| 07/03/2018 |Jose Eduardo Kriegerl Aceito
uisador 2018 02 03 signed.pdf 17:21:39

Cronograma Cronograma_2018_02_03.pdf 07/03/2018 | Jose Eduardo Krieger] Aceito
17:21:16

TCLE / Termos de | TCLE_HipercolBrasil_versao3_1 pdf 10/02/2017 | Elaine Lagonegro Aceito

Assentimento / 15:18:58 | Santana Martinho

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_HipercolBrasil 06 2016.docx 05/10/2016 | Jose Eduardo Krieger] Aceito

Assentimento / 10:02:58

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha de rosto_HF_final pdf 13/07/2012 Aceito
11:49:17

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagio da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 27 de Novembro de 2019

Assinado por:

Joel Faintuch
(Coordenador(a))
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12.1. Apéndice C

Artigo “Screening of ABCG5 and ABCGS8 genes for sitosterolemia in a
familial hypercholesterolemia cascade screening program” publicado na revista
Circulation: Genomics and Precision Medicine

Circulation: Genomic and Precision Medicine

ORIGINAL ARTICLE

Screening of ABCGS and ABCG8 Genes for
Sitosterolemia in a Familial Hypercholesterolemia
Cascade Screening Program

Mauricio Teruo Tada®, BSc; Viviane Zorzanelli Rocha®, MD, PhD; Isabella Ramos Lima, BSc;

Théo Gremen Mimary Oliveira, MSc; Ana Paula Chacra®, MD, PhD; Marcio Hiroshi Miname(®, MD, PhD;

Valéria Sutti Nunes®, PhD; Edna Regina Nakandakare, MD, PhD; Maria Helane Costa Gurgel Castelo®, MD, PhD;

Cinthia Elim Jannes, PhD; Raul D. Santos®, MD, PhD; José Eduardo Krieger®, MD, PhD; Alexandre Costa Pereira, MD, PhD

BACKGROUND: Sitosterolemia is a rare autosomal recessive disorder caused by homozygous or compound heterozygous
variants in ABCG5/ABCGS8. The disease is characterized by increased plasma plant sterols. Small case series suggest that
patients with sitosterolemia have wide phenotypic heterogeneity with great variability on either plasma cholesterol levels or
development of atherosclerotic cardiovascular disease. The present study aims to characterize the prevalence and clinical
features of sitosterolemia participating in a familial hypercholesterolemia genetic cascade screening program.

METHODS: From 443 familial hypercholesterolemia index cases, 260 were negative for familial hypercholesterolemia genes
and were sequenced for the ABCG5/8genes. Clinical and laboratory characteristics of affected individuals were determined.

RESULTS: Eight (3.1%) index cases were found to be homozygous or compound heterozygous variant for ABCG6/ABCG8
genes, confirming the genetic diagnosis of sitosterolemia. Screening their relatives led to the identification of 6 additional
confirmed sitosterolemia cases (3 homozygous and 3 compound heterozygous variant) and 18 carriers (heterozygous).
The mean age of identified sitosterolemia cases (n=14) was 37.2+19.8 years, 50% were females, and 78.6% (all adults)
presented either clinical or subclinical atherosclerotic cardiovascular disease. As expected, affected individuals presented
elevated plasma plant sterol levels (mean B-Sitosterol and campesterol, respectively, 160.3+107.1 and 32.0+£19.6 ug/mL)
and the highest plasma LDL (low-density lipoprotein)-cholesterol was 269.0+120.0 mg/dL (range: 122-521 mg/dL). LDL-
cholesterol mean reduction with therapy among cases was 65%. Eighty-three percent (83%) of identified sitosterolemia
patients presented hematologic abnormalities.

CONCLUSIONS: Testing genes associated with sitosterolemia in the molecular routine workflow of a familial hypercholesterolemia
cascade screening program allowed the precise diagnosis of sitosterolemia in a substantial number of patients with varying
LDL-C levels and high incidence of early atherosclerotic cardiovascular disease and hematologic abnormalities.

Key Words: atherosclerosis ® campesterol ® myocardial infarction ® prevalence ® sitosterolemia ® sitosterols ® xanthomatosis

autosomal recessive disorder first described by
Bhattacharyya and Connor in 1974. It is character-
ized by increased plant sterol circulating levels, associ-
ated with xanthomas and premature atherosclerosis.'~
It is caused by homozygous or compound heterozygous

Sitosterolemia (OMIM 210250/618666) is a rare

variants in ABCG5 or ABCG8 genes, which encode the
transporters ABCG5/ABCGS, responsible for the sterol
efflux back to the intestinal lumen and into the bile. In
the case of a nonfunctional or dysfunctional transporter,
this efflux is impaired, leading to sterol accumulation.*®
Normally, people absorb <B6% of phytosterols, but due

Correspondence to: Alexandre Costa Pereira, MD, PhD, Lab of Genetics & Molecular Cardiology, Heart Institute (InCor), 44 Dr. Enéas de Carvalho, Aguiar Ave—Block

1I-10th floor, 05403-900, Sao Paulo, Brazil. Email mauricio.teruo@usp.br

Supplemental Material is available at hitps://www.ahajournals.org/doi/suppl/10.1161/CIRCGEN.121.003390.

For Sources of Funding and Disclosures, see page 209.
© 2022 American Heart Association, Inc.

Circulation: Genomic and Precision Medicine is available at www.ahajoumnals.org/joumal/circgen

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

ASCVD atherosclerotic cardiovascular disease

FH familial hypercholesterolemia

IC index case

LDL-C low-density lipoprotein cholesterol

LP likely pathogenic

PCSK9 proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9

to intestinal hyperabsorption and low biliary excretion,
sitosterolemic patients have a 30- to 100-fold increase
in the plasma concentration of plant sterols, especially
sitosterol, campesterol, and stigmasterol.*5-°

Individuals with sitosterolemia have marked pheno-
typic heterogeneity, ranging from normocholesterolemia
to hypercholesterolemia associated with xanthomas.®'°
It is hypothesized that the accumulation of cholesterol
and phytosterols in the blood may lead to the formation
of tendon xanthomas and premature atherosclerotic car-
diovascular disease (ASCVD), including angina, acute
myocardial infarction, and sudden death.2!" However, the
specific causal role of plant sterols in premature ASCVD
has been questioned considering the concomitant eleva-
tion of plasma cholesterol and the limited number of pub-
lished case series of the disease.'?

Other clinical signs may occur, such as hematologic
abnormalities, including the presence of stomatocytes,
thrombocytopenia, and macrothrombocytopenia, which
can be the result of accumulated plant sterols and their
incorporation into red blood cells and platelets, leading to
abnormal morphology and function.8'"1314

In the laboratory routine, the enzymatic colorimetric
methods for dosage of cholesterol concentration cannot
distinguish between cholesterol and phytosterol. Thus, to
discriminate against sterols, the use of gas chromatog-
raphy, gas chromatography/mass spectrometry or high-
pressure liquid chromatography are needed.

The ABCG5/ABCGS8 genes, knowingly implicated
in sitosterolemia, were first reported by Berge et al.”'®
These genes are highly expressed in the liver and intes-
tine and are located side by side on chromosome 2p21,
and each gene comprises 13 exons encoding a half-
functional protein that together form a heterodimer
transporter.*™!" This transporter is responsible to pump
sterols (cholesterols and phytosterols) from small intes-
tine enterocytes into the gut lumen and from hepato-
cytes into the bile ducts.®'

The exact incidence of sitosterolemia is not clear. To
date, only ~100 patients have been reported in the world
to have sitosterolemia, so it is considered an extremely
rare disease.'"'® Tada et al®'® estimated the incidence
of sitosterolemia based on the presence of loss of func-
tion heterozygous variants in ABCG5 or ABCG8 genes

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

in the Exome Aggregation Consortium, concluding that
sitosterolemia could have a incidence of 1:200000 indi-
viduals. A recent study aimed to examine the relation-
ship between hypercholesterolemia and sitosterolemia in
a cohort with 207926 subjects found that 0.05% had
beta-sitosterol levels =15 pg/mL, values that are consis-
tent with sitosterolemia.'”

To our knowledge, in Brazil there are no reported
cases of sitosterolemia with a positive molecular diagno-
sis, and in Latin America there is only one reported case,
making the occurrence and frequency of this condition
as well as its possible clinical consequences unknown
in the region.'”® Since sitosterolemia and familial hyper-
cholesterolemia (FH), especially the homozygous form,
may share a similar phenotype, the routine evaluation of
variants affecting ABCG5 and ABCG8 genes on a rou-
tine panel of next generation sequencing performed for
FH screening may be useful to increase the diagnosis
of sitosterolemia.'® Thus, this study aimed to evaluate
the presence of variants associated with sitosterolemia
and describe clinical and laboratory characteristics of
affected individuals, especially the presence of ASCVD,
in a large cohort of individuals participating on an FH
cascade screening program.?

METHODS

Study methods can be found in the Supplemental Material.
This study was approved by the Institutional Ethics Committee
(CAPPesq number 3757/12/013) and was conducted at the
Laboratory of Genetics and Molecular Cardiology of Heart
Institute (InCor), University of Sdo Paulo Medical School
Hospital, Sao Paulo, Brazil. Written informed consent was
obtained from all subjects, and in the case of underage indi-
viduals (<18 years old), written informed consent was obtained
from their legal representative. The data that support the find-
ings of this study are available from the corresponding author
upon reasonable request.

RESULTS

Genetic Sequencing

Among all 443 sequenced patients, 147 (33%) tested
positive for FH pathogenic or likely pathogenic variants
(for LDLR, APOB, and PCSK9 genes), 260 (59%) were
negative in the molecular test (FH negative), and 36
(8%) presented variants with uncertain significance (for
LDLR, APOB, PCSK9, APOE, and STAP1 genes). All FH
negative patients were divided into 2 groups: (1) those
with a clinical/laboratorial suspicion of sitosterolemia:
42 individuals with the previously mentioned criteria; (2)
those without a clinical/laboratorial suspicion of sitos-
terolemia: 218 individuals (Figure 1).

A final molecular diagnosis of sitosterolemia was
confirmed in 7 (2.7%) FH negative index case (ICs).
In one patient, it was not possible to confirm its phase
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Patients from
Hipercol Brasil

FH positive FH negative

VUS LDLR, APOB,

LDLR, APOB and PCSK9 r_Jﬁ PCSK9 and LDLRAP1

Figure 1. Flow diagram showing the
results of all sequenced index cases
(ICs).

Relatives

With clinical W/o clinical Family members of positive sitosterolemia
suspicion of STSL  suspicion of STSL (STSL) were recruited and their results
[ ABCG5/8 analysis ] ...................................... are represented. *Trans arrangement

| / was not confirmed; however, additional

6 1 information can be seen on the

¥ / supplement. FH indicates familial
@ hypercholesterolemia.

STSL STSL wlo FH and STSL
positive confirmed negative
: . arrangement
[ Family analysis ] ....................................

o

Carries
(heterozygous)

Non-carries

STSL
positive

arrangement (an 11 years old girl from family H). All
patients but one (IC from family E) were from the group
with a clinical suspicion of sitosterolemia. Clinical and
laboratory characteristics of molecularly defined sitos-
terolemia and FH negative/sitosterolemia negative are
described in Table 1. Sitosterolemia cases are younger
than FH/sitosterolemia negative patients (P=0.022),
presented lower baseline or current TG (A=0.014 and
P=0.003, respectively), have a better response with the
use of lipid lowering therapies, and a higher prevalence of
ASCVD (F<0.001). We also sought to describe the preva-
lence of pathogenic (P) or likely pathogenic (LP) variants

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

in heterozygosis among our cohort. We identified 4 het-
erozygous carriers (1.5%) among FH negative individuals
and 2 heterozygous carriers (1.4%) among FH positive
individuals. The allele frequency of ABCG5/ABCGS het-
erozygous carriers within our FH cohort was then com-
pared with the frequency of P and LP ABCG5/ABCG8
carriers among 200643 UK Biobank participants with
Whole Exome Sequencing data available. Using the same
criteria for variant classification, we observed 332 hetero-
zygous carriers of rare P or LP variants in ABCG5 (190
participants) and ABCG8 (142 participants). No homo-
zygous or compound heterozygous carrier was observed
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Table 1. Clinical and Laboratory Characteristics of Index Cases Molecularly Defined STSL

and FH Negative/STSL Negative

Age,y 25 (10-44) 48 (32-59) 0.022*
Female sex, % 5(71.4) 172 (68.0) 0.604
Male sex, % 2 (286) 81 (32.0) 0.604
White, % 4 (66.7) 123 (69.4) 0.853
Pardo, %) 2(333) 60 (29.0) 0.853
Black, % 0 (0.0) 21 (10.1) 0.853
Other or nondeclared ethnicity, % 0 (0.0) 3(1.4) 0.853
Baseline TC, mg/dL 418.0 (262.0-480.0) 326.0 (303.8-361.0) 0.102
Baseline LDL-C, mg/dL 352.0 (203.0-462.0) 241.0(221.0-263.0) 0.060
Baseline HDL-C, mg/dL 47.0 (41.0-47.0) 53.0 (45.0-67.0) 0.145
Baseline TG, mg/dL 88.0 (63.0-126.0) 141.0 (97.0-205.0) 0.014*
Phamacological treatment, % 6 (85.7) 153 (61.2) 0.181
Statin 5(714) 138 (60.5) 0437
Ezetimibe 2 (286) 45 (20.3) 0439
Current TC, mg/dL 162.0 (1567.0-220.0) 305.5 (255.0-342.8) <0.001*
Current LDL-C, mg/dL 101.0 (93.0-137.0) 223.0 (171.6-249.5) <0.001*
Current HDL-C, mg/dL 55.0 (47.0-58.0) 51.0 (44.0-62.0) 0.639
Current TG, mg/dL 74.0 (66.0-92.0) 138.0 (95.5-1875) 0.003*
Xanthelasma, % 3 (429) 23 (9.3) 0.025*
Xanthoma, % 4 (57.1) 9(3.6) <0.001*
Corneal arcus, % 1(143) 16 (6.5) 0.389
Hypertension, % 1(20.0) 57 (385) 0.371
Diabetes, % 0 (0.0) 29 (19.3) 0.350
Smoking, % 1(20.0) 74 (35.1) 0432
BMI, kg/m? 188 (17.8-194) 272 (23.7-31.9) 0.004*
ASCVD, % 5 (100.0) 43 (17.8) <0.001*
Early ASCVD, % 2 (40.0) 28 (11.6) 0.189
ASCVD subclinical, % 2 (40.0) 6(2.5) 0.189
Family history of early ASCVD, % 4 (66.7) 109 (63.7) 0421
Children, % 2 (286) 43 (17.0) 0.348

Pardo is used in Brazil to describe a mixed individual; for baseline cholesterol levels we considered the cholesterol levels
without medication or the highest values with medication; early ASCVD: male <65 and female <65 y old; pharmacological
treatment refers to the day the patient was recruited to the program; quantitative variables are expressed as median (quartile
1-quartile 3). Categorical variables are expressed as absolute values and percentage. Race, diabetes, hypertension, and early
ASCVD have not been evaluated in children. ASCVD indicates atherosclerotic cardiovascular disease; BMI, body mass index;
FH, familial hypercholesterolemia; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol;

STSL, sitosterolemia; and TC, total cholesterol.

in UK Biobank participants. Heterozygous carriers for
ABCG5/ABCG8 LP or P variants were 8.3x more fre-
quent in our FH cohort than in the general population
(P=0.0001) suggesting that in addition to the relatively
high number of sitosterolemia cases among our FH
cohort, ABCG5/ABCG8 pathogenic variants in heterozy-
gosis may also play a role in severe dyslipidemia. Clinical
and laboratory characteristics of the heterozygous carri-
ers of our cohort are described in Table S1, and the vari-
ants found are described in Table S2. All the UK Biobank
P or LP variants are described in Table S3.

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

Table 2 shows the 9 encountered P or LP variants in
ABCGb5 and ABCG8 among sitosterolemia cases. These
variants included 4 nonsense, 2 small deletions, 2 mis-
sense, and 1 splice-site variant. All nonsense and one
missense variants were previously reported and the other
variants were novel.

Screening of 26 relatives in 8 families (A to H) led to
the identification of 6 additional sitosterolemic patients,
18 heterozygous and 2 individuals without any patho-
genic variant. The clinical and laboratory characteristics
of all 14 homozygous or compound heterozygous variant
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i [ % a ol £ E’ individuals (relatives included) are described in Table 3.
HEEIE HHEE The mean age was (37.2+19.8 years), 509% were females,
2 _‘% E’ g’ 2 g’ of £ E’ g 8§ and 78.6% (all the adults from the cohort) presented
5 28|88 & & g & §§ ASCVD, either manifest or subclinical, but mostly clinically
52220582 (22|20 manifest. In addition, all adults had premature atheroscle-
=73 rosis, established before the age of 49 years. Interest-
£ £ :E-_),E ingly, all patients who underwent carotid ultrasound for
Flels w0 g g further atherosclerosis screening (n=5) also exhibited the

& 9( &_ & E} - § % presence of atherosclerosis in this arterial bed.
nE._ gz § & &la T g The mean f-sitosterol and campesterol levels were,
% g|g % ;i: % % % % gg respectively, 160.3£107.1 and 32.0+19.6 pg/mL among
&= ; f: el =zl Eg the sitosterolemic patients, and thus 44x and 18x
E Q1Zlglglz glelg T:% increased relative to heterozygous relatives (n=11), in
o — = BN whom mean f-sitosterol and campesterol levels were
e g g1Z| |8a 36425 and 1.8+1.2, respectively, and 126x and 55x
% = = % é § increased relative to controls, in whom mean p-sitosterol
5|3 & ® 5 ‘:,Ldg and campesterol levels were 1.3 and 0.6, respectively
S > ’é’ ’; 3 Xs] (Figure S2). The highest, lowest, and current LDL-C
2 é 3 2| ég (low-density lipoprotein cholesterol) measurements are
. 23 also shown in Table 3. The highest mean plasma LDL-C
518(2 é" g g8 ZE was 269.0+£120.0 mg/dL, ranging from 122 to 521
glg|g|g|g g8 58 mg/dL, and the use of lipid lowering therapies by a few
c|o|s|s|e c|o E: patients during evaluation could be a reason for such
v 8 g wide variability. Of importance, lipid lowering therapy was
g £5 associated with a 64.5% reduction in LDL-C, resulting
S 58 in a lowest mean plasma LDL-C of 955+38.2 mg/dL
= 23 (ranges: 56-211 mg/dL), while plant sterols concen-
8|s § < % 3|8 a_g:é trations were still signifi‘cantly elevated. Hematologic
2 3Z|3 2|3 2|8 g3 abnormalities were seen in 83.3% of those undergoing
5 g(g8|s8 8|8 g8 gs a complete blood count, and the most frequent disorder

= S8 |8 gile gle £ % was thrombocytopenia (Table S4).
N ® %% o ol o ‘o g 3 Figure 2 shows clinical, molecular, and laboratory
E § § § § § e § é § g E characteristics of individuals from the 8 screened fami-
‘él g g g 8 g g 8 2l g g 5%‘ lies, while Figure 3 shows cutaneous and tendon find-
5 SRR § 8 § 3 % % 3 gz ings of a few of the affected subjects. Additional relevant
= 5|8|a|8|5|a|8|&|5]|a §)§ information regarding each of the screened families is
§ 2 ég gesclribgd on the )Supplementa| Material (Supplemental
5 Slx| 25 amily Description).

E u|olo|u|<|a |o|a|a EE From the 147 patients presenting a P or LP variant
,s e % %% for FH, we could ascertain data from 47 patients who
< gl sl% ;§ 9| glg ‘_E §§ had at least one consultation at our hospital. Patients
E g g 5128 § §15(2| & é with FH and sitosterolemia were included in the program
B 5|14|2(8|5|5 |2|8|8| 2% HipercolBrasil at the ages of 40.4+21.1 and 325+170
§ £ § years, respectively (F=0.104). Compared with the group
b= 5 o £ ] of FH patients, patients with sitosterolemia had a similar
g z|e é 3 E 3 proportion of females (51.1% versus 53.8%, P=0.859,
;‘i é § ol s !é <8 ;,?_ respectively, in FH and sitosterolemia), and no signifi-
] 8 2 ‘:? 3 g 3 6|8 8 &g cant difference in the diagnosis of arterial hypertension
E lelzlalle |3 s B 53 5 (36.2% and 41.7%, P= 0.748), current smoking (12.8%
K slziglz|2|8 |g]s é §§L$ versus 16.7%, £=0.660), and family history of premature
2 SRR % gla |3 2|8 w28 coronary heart disease (44.7% versus 75%, £=0.120).
2 clgllglele |28 228, The diagnosis of diabetes was present in 149% of
S s sl B e B il i Bl - Eé FH patients and no patient in the sitosterolemia group
= eleli|t|als 2lels g g S% (P=0.326). While the mean highest LDL-C was similar
2 S1g(9181818 S1g(gl 2 §§§ in both groups (281£72 versus 288+116, R=0.763,
= < <|<|<|<|< <|<|<| T EF respectively, in FH and sitosterolemia), sitosterolemia
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Table 3. Clinical and Biochemical Characteristics of All Homozygous (n=5) or Compound Heterozygous (n=9) Individuals

Adl:1* 25 No Yes/No 5 Yes/mfst 25 Yes 23 9312 93112 3521 214.43" 49.65" No
A-ll:3 39 No Yes/No 10 | Yes/mfst 32 Yes 36 16702 5812 25012 243.14" 5157 Yes
B-l:2* 43 Yes Yes/Yes 38 Yes/subclin | 40 196"2 | 93" 196" 107.33"% 18.07"2 Yes
CAl:1* 28 No No/No Yes/mfst 20 Yes 25 5713 5713 203@ 263.93% 51.91% Yes
D-ll:2* 11 No No/No A No 137112 9512 4620 136.0112 | 18.4512 Yes
D-lI: 3 No Yes/No 3 No 25110 2110 25110 429.90™ 68.9410 Yes
E-I:3* 45 Yes No/No Yes/mfst 40 Yes 44 10112 | 8412 295" 78.12" 16.12" Yes
E-ll:2 44 Yes No/No Yes/mfst 40 8g!? 56" 215" 181.67" 50.06" Yes
Fl:1* 48 Yes Yes/Yes Yes/subclin | 40 Yes 45 103124 [ goi2 521129 53.41124 | 11,2924 | Yes
G-I:3* 46 No Yes/No Yes/mfst 31 89" 8gn 223 7453 16.68" Yes
G-l 49 No Yes/No Yes/mfst 42 122124 12224 | 12224 | 46.8824 9,67124

G2 51 No No/Yes Yes/mfst 49 126 108 1269 122.83% 26.427 No
G 78 No No/No Yes/mfst 45 107" 84! 172 132.01" 26.81" Yes
H-ll:1* 11 No Yes/No 7 No 9724 9714 37824

.. indicates lack of information; ASCVD, atherosclerotic cardiovascular disease; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; and STSL, sitosterolemia

“Index case; lack of information; hematologic alteration is defined as presence of thrombocytopenia, macrothrombocytopenia, anemia, and alteration in erythrocyte morphology;
mfst: manifest; subclin: subclinical; O: baseline; 1: atorvastatin; 2: ezetimibe; 3: rosuvastatin; 4: cholestiramine; 5: simvastatin. It was not considered as a positive family history of
ASCVD if the only family member with ASCVD was also positive for STSL. Hematologic alterations are described in Table S4.

tTrans arrangement was not confirmed genetically but suspected clinically.

patients were able to reach significantly lower LDL-C lev-
els during follow-up (163£79 versus 98+43, P=0.003).
Yet, in both groups, there was a high proportion of patients
with history of clinical coronary heart disease (42.6%
versus 66.7%, P=0.135, respectively, in FH and sitos-
terolemia), and the mean age of event presentation was
significantly earlier among the sitosterolemia patients. An
additional 17% and 15.3% of the FH and sitosterolemia
groups had subclinical coronary atherosclerosis (P=0.5).
Considering only adults (age =18 years old, n=34 for FH,
n=10 for sitosterolemia), 82.4% and 100% of patients
with FH and sitosterolemia had either manifest or sub-
clinical disease (P=0.310; Table Sb)

In this study, there was a high prevalence of prema-
ture coronary heart disease in both FH and sitosterol-
emia patients, but in the sitosterolemia group, coronary
events were particularly precocious. Interestingly, on-
treatment LDL-C levels could be more significantly low-
ered in sitosterolemia patients, reinforcing the relevance
of early diagnosis and treatment for disease prevention.

DISCUSSION

This study aimed to screen for pathogenic or likely
pathogenic variants in ABCG5 and ABCG8 genes and to
describe the clinical and laboratory characteristics of car-
rier individuals in a FH cohort with a negative molecular
test for FH. All subjects were recruited from a genetic
cascade screening program, HipercolBrasil, performed
at a tertiary hospital in the city of Sdo Paulo. Overall, 14
genetically confirmed sitosterolemia from 8 families were

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

encountered by evaluating IC and conducting cascade
screening. Identified subjects presented elevated plasma
plant sterol levels, high frequency of cutaneous stigmata
and elevated LDL-C levels, with a large variability on the
highest available LDL-C concentrations and a substan-
tial response to treatment. Most importantly, a very high
frequency of early ASCVD and hematologic abnormali-
ties was present in newly sitosterolemia identified cases.

Classically, sitosterolemia has been considered on
the differential diagnosis of homozygous FH due to high
LDL-C and early onset xanthomas."'® Other considered
phenocopies are autosomal recessive hypercholesterol-
emia or lysosomal acid lipase deficiency. Both FH and
autosomal recessive hypercholesterolemia affect LDL-
cholesterol homeostasis leading to hypercholesterolemia
and premature ASCVD.'?!

Overall, those who were negative for variants on the
canonical FH causing genes and were suspected of
sitosterolemia presented with more severe hypercho-
lesterolemia and higher frequency of xanthomas than
those without clinical suspicion. Nonetheless, the clinical
presentation of these cases was not always assumed to
be typical of homozygous FH. In addition, no differences
were detected on the frequency of previous ASCVD
events between heterozygous FH and sitosterolemia.
Nevertheless, among those with proven sitosterolemia,
almost all adults (82%) had previous symptomatic
ASCVD, a finding that supports previous associations of
this disease with a heightened risk of atherosclerosis.'%??

Despite the fact that sitosterolemia is usually a differ-
ential diagnosis of homozygous FH, a great variability in

June 2022 206



7207 ‘7z eunyf uo Aq Sro-spewmo feye//:dpy wog papeorumoq

Tada et al

63

Screening of Sitosterolemia in a FH Cohort

A W p(Trp361%)in ABCG8 gene

63y, LDL cmz say, lD css

‘s

24y, LDL-C156° 38y, LOL-C 195
ASCVD mist 873

1 2 3
11y, IDL-C67 13y, LDL-C11S 14y, LDL-CTS

C M p.(Trp361%) and M p.(Arg412") in ABCGB gene

& 12
51y, LDL-C 169* | 47y, LDL-C138
£10

[ [
28y5, LDL-C 203* 13y, LDL-C 100
ﬂC\D;“gkl

E m p.(Tyrd92") in ABCG8 gene

28y adys, LDL-C221* 45y#, LDL-C295°
ASCVD mist ASCVD mfst
£1817 781

G B p.(Arg389His) and [l p.(Arg389Cys) in ABCGS gene

"2
a9y, LDL €122 Sly, LDL-C 108* 45yR, LDI. C233*

ASCH 1t ASCVD mist ASCVD mfst
Xanthoma pi2e Xantoms
p4e9 8745

B Il ¢.1212-1G>C and [l p.(Tyr492") in ABCG8 gene

s [
34y, DL-C152 43yH, LDL-C149° 3% 30y “3,?30!";';‘
ASCVD subciin aad
Xanthoma
Xantheiasma

81073

35y, LOL-C 142
808

D B p.(Tyr492*) and [l p.(Ser609Thris*54) in ABCGSE gene

12

41y, LOL-C 124
Bs2

3 112
3y, LDL-C211  11yW, LOL-C 150"
Ba209 81380

F Br.(GIn22*) and [l p.(Phe630fs*8) in ABCGS gene
p.(Gly504Val) in PCSK9 gene

5] 12
ASCVO mist | 58y LOL-CB84"

uI50y1

A i T2
48y, LOL-C 363° 45y
ASCVD subclin

ma

Xantho
santhelasma
p534

H W p.(Trp361*) and [l p.(Ser609Thrfs*54)in ABCGS8 gene

(3]

11y, LOL-C 378
Xanhoma

Figure 2. Pedigrees of families in which a pathogenic or a likely pathogenic variant in ABCG5/ABCG8 genes were found.

Age in years. Total cholesterol (TC) and LDL-C (low-density lipoprotein cholesterol) in mg/dL and are referring to entry into the program. f3:
pB-Sitosterol in pg/mL. Atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD) mfst: manifest atherosclerotic cardiovascular disease. ASCVD subclin:
subclinical atherosclerotic cardiovascular disease. MI: myocardial infarction. *With medication; #Hematologic alteration (thrombocytopenia,
macrothrombocytopenia or anemia) ;?Genetic test was not performed; tdeath cause; findex case; full shaded indicates homozygote and half-

shaded indicate heterozygotes.
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Figure 3. Clinical characteristics found in patients with sitosterolemia.

A, Xanthoma on periumbilical (I) and posterior axillary (I), respectively, of the relative II:2 from family D. A, Xanthoma on periumbilical (I) and
posterior axillary (Il), respectively, of the relative |I:2 from family D. B, Bilateral xanthelasma of the index case (IC) Il: 1 from family F. C, Xanthoma
on elbow before treatment (I), after 6 mo (Il) and after 1y of treatment (lll), respectively, of the IC II:1 from family H.

LDL-C levels was found, with only 1 (7.1%) and 4 cases
(286%), respectively, presenting LDL-C >500 or >350
mg/dL on pharmacological therapy, the clinical criteria
generally used in the diagnosis of homozygous FH.2® This
observation clearly suggests that sitosterolemia should be a
differential diagnosis not only of homozygous FH but also of
severe hypercholesterolemia overall. The interindividual and
intraindividual variations of total cholesterol and LDL-C in
the sitosterolemic patients may result from the variable use
and proper adherence to diet and pharmacological therapy.

To the best of our knowledge, only 80 variants in the
ABCGb5/8 genes were reported to be associated with
sitosterolemia, 38 and 42 variants located in ABCG5
and ABCG8 genes, respectively?* We identified 9 differ-
ent genetic variants in 8 nonrelated patients, including 4
new variants: 1 missense, 2 small deletions, and 1 splice
site variants. Four homozygous patients were identified,
coming from first-degree cousins in 2 different families.
In only one patient, it was not possible to confirm the trans
arrangement; however, the patient was a 11 year-old girl
with a severe phenotype, including hypercholesterolemia,
xanthomas (see Figure 3C), and a dramatic response to
the use of ezetimibe in combination with rosuvastatin. The
severity of this case suggests the arrangement could be
in trans. Plant sterol analysis was not available in this case.

We have also studied the prevalence of P or LP
ABCG5/ABCG8 variants in heterozygosis in our FH
cohort. Additional analysis of loss of function variants in
heterozygosis in FH negative group showed 4 carriers,

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

with a mean current LDL-C of 203.0 mg/dL. None of
them presented clinical signs, one presented manifest,
and the other subclinical ASCVD. All 4 ICs presented
a family history of ASCVD. Among FH positive group,
beyond the FH variant, 2 ICs were carriers of loss of
function variant in heterozygosis, presenting 227.5 mg/
dL of mean LDL-C, without clinical signs or ASCVD.
Interestingly, we observed a 8-fold enrichment of dam-
aging variants in heterozygosis in FH individuals when
compared with >200000 participants of the UK Bio-
bank study. The significant enrichment was observed
both in the group of mutation negative, as well as, those
with an FH causing mutation, suggesting that rather
than causal, presence of damaging ABCG5/ABCG8
genetic variants in heterozygosis modulates the phe-
notype, possibly increasing the penetrance of, or com-
pounding, other genetic causes of the condition.

Currently, the major diagnostic criterion of sitosterolemia
is the presence of serum -sitosterol above 10 ug/mL, and
a recent study showed a higher positive predictive value
when a cut off of 15 ug/mL of B-sitosterol was adopted.
All our sitosterolemic patients had a B-sitosterol level above
15 pg/mL, with the lowest measured value ~3x higher than
this cut off. Lathosterol and desmosterol concentrations
were measured as cholesterol synthesis markers, and they
did not show any significant difference between groups.

A recent study performed by Nomura et al® concluded
that patients with loss of function variants in heterozy-
gosis in ABCG5 gene have increased -sitosterol and
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LDL-C levels and a 2-fold increase in risk of coronary
artery disease. In our series, the majority of our families
presented variants in ABCG8 gene, and only 2 hetero-
zygous carriers carry ABCGb gene variants, and of these
only one had LDL-C measured (84 mg/dL) and did not
present a history of ASCVD, and she was also a carrier
of a variants with uncertain significance variant in PCSK9
gene (Family F - 1:2). In this case, B-sitosterol level was
not available. The other 16 heterozygous carriers carry
ABCG8 gene variants, with mean p-sitosterol and LDL-C
levels of 3.6+£2.5 pg/mL and 107.51+33.7 mg/dL, respec-
tively. None of them presented a history of ASCVD.

The treatment of sitosterolemia aims to reduce plasma
plant sterols and cholesterol as much as possible and is
based on a restrictive diet with low plant sterols ingestion
and use of medications that inhibit intestinal absorption,
such as ezetimibe, or a bile acid sequestrant, such as
cholestyramine. The use of medication can prevent the
formation or reduce the number and size of xanthomas.?
The cholesterol levels of sitosterolemic patients may vary
greatly with diet and usually do not respond well to the
use of statins. In fact, statins, have not been shown to be
effective in lowering plasma plant sterols.257% However,
a recent study showed that a combination of atorvastatin
and ezetimibe might be more beneficial in patients with
genetic confirmed sitosterolemia than in those without
genetic confirmation.? Indeed, in this study the associa-
tion of diet, statins and ezetimibe was associated with
a robust reduction in LDL-C levels, despite the persis-
tently elevated levels of plant sterols. Whether the high
concentrations of plant sterols contribute to a residual
risk of ASCVD in treated patients remains to be deter-
mined, considering the established causal role of LDL-C
in atherogenesis but ongoing controversies on the role of
plant sterols in this process.'®? Hansel et al'? reported
5 genetically confirmed sitosterolemia cases that after
treatment had their cholesterol levels normalized, and
despite still high levels of phytosterols, no single patient
in this cohort presented manifest or subclinical ASCVD.
In our series, all of our 11 adult patients with confirmed
sitosterolemia had clinically manifest or subclinical
ASCVD along with elevated p-sitosterol levels and mixed
cholesterol levels but most not at goal. Additional studies
are required to further support the possible association
between sitosterolemia and atherosclerosis. Finally, the
role of novel lipid-lowering therapies in sitosterolemia is
unclear. Although in a small cohort of patients, PCSK9
(proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) inhibi-
tion was associated with reduced cholesterol absorption
markers, studies with PCSK9 inhibitors conducted spe-
cifically in sitosterolemic individuals are lacking.?”

Study Limitations

This study has some limitations. The high positivity of
patients found in this study might not be representative

Circ Genom Precis Med. 2022;15:e003390. DOI: 10.1161/CIRCGEN.121.003390

of a cascade genetic screening program due to potential
selection bias result of the inclusion of patients with clini-
cal suspicion of sitosterolemia. Analysis of a few fami-
lies does not provide information that could be directly
extrapolated to the entire Brazilian population of hyper-
cholesterolemic individuals. It was not possible to perform
a systematic screening for subclinical ASCVD in patients
who had a negative result for either FH or sitosterolemia
in our cohort since they were not all being followed at our
institution. However, the elevated number of cases and
the careful clinical and laboratory characterization add
important information about this rare disease.

Conclusions

In conclusion, the sequencing analysis of ABCG5/8
in a Brazilian hypercholesterolemic cohort lead to the
identification of 14 patients with sitosterolemia with
an elevated rate of early ASCVD manifestations and
a significant response of LDL-C to therapy. The study
showed the importance of implementing genes associ-
ated with sitosterolemia in the FH genetic screening
workup. In hypercholesterolemic patients with xantho-
mas, early ASCVD, a good response to therapy, unex-
plained anemia or low platelet counts, and the absence
of family history of hypercholesterolemia, sitosterolemia
investigation is granted.
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